

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































CD31/PECAM  Dako (M0823)  Mouse IgG1  0.2mg/ml  1/20 
CD45  Abcam (ab10559)  Rabbit polyclonal  0.5mg/ml  1/25 
CD68  Abcam (ab955)  Mouse IgG1  Not 
determined 
1/100 
Cytokeratin 19  Abcam (ab7754)  Mouse IgG2a  1mg/ml  1/100 
Cytokeratin 17  Abcam (ab53707)  Rabbit polyclonal  1mg/ml  1/200 
E‐cadherin    BD  Biosciences 
(610181) 
Mouse IgG2a  0.25mg/ml  1/25 
Fibronectin  Sigma (F3648)  Rabbit polyclonal   0.5mg/ml  1/100 







Antibody  Supplier (Cat. No.)  Description  Concentration 
Mouse IgG1  Abcam (ab18447)  Isotype control  1mg/ml 
Mouse IgG2A  R&D (MAB003)  Isotype control  0.5mg/ml 












Anti‐Mouse IgG  Sigma (F2012)  FITC  Goat  1/100 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1  63  M 29.5 1.14  37  3.09 79 37 Severe 109 175 161  10 65 Current 58 1 2 13 Y 
2  65  M 29.2 1.91  52  3.77 80 51 Moderate 121 186 154  19 78 Current 48 2 2 14 N 
3  69  M 24.5 1.2  47  2.43 74 49 Severe 101 121 120  18 71 Ex 40 3 2 17 Y 
4  66  M 35.2 2.12  62  3.96 89 54 Moderate 134 182 136  29 74 Ex 42 2 3 19 Y 
5  59  M 30.1 2.27  63  6.04 132 38 Moderate 125 143 114  21 77 Ex 20 3 3 18 Y 
6  62  M 28.6 1.25  39  2.65 66 47 Severe 131 233 178  12 49 Ex 44 4 4 27 Y 
7  70  F 23.5 1.14  57  2.59 107 44 Moderate 143 205 143  16 46 Ex 46 2 2 11 Y 
8  62  F 38.5 1.34  60  2.35 88 57 Moderate 118 177 150  20 72 Ex 29 2 2 11 Y 
9  52  M 31.9 1.25  37  3.03 73 41 Severe 129 252 195  14 49 Current 140 4 5 32 Y 
10  57  M 29.7 1.32  46  3.3 92 40 Severe 121 182 150  15 81 Ex 40 5 2 34 Y 
11  75  M 20.1 1.5  51  3.46 89 43 Moderate 102 138 135  15 82 Current 100 2 2 9 Y 
12  50  M 18.8 2.41  77  4.53 115 53 Moderate 144 208 144  39 56 Current 76 4 4 40 Y 
13  66  F 23.4 0.96  38  2.4 81 40 Severe 135 240 178  10 41 Ex 48 1 3 17 Y 
14  48  M 37.8 2.85  72  4.2 86 68 Moderate 88 106 120  38 66 Current 40 3 3 31 N 
15  62  M 31.6 2.63  81  4.16 100 63 Mild 98 113 115  33 119 Ex 34 1 1 6 Y 
16  47  M 41.8 3.91  96  5.93 117 66 Mild NA NA NA  62 80 Current 23 0 1 8 N 
17  65  F 36 1.47  73  2.34 97 63 Moderate 111 145 131  20 49 Ex 54 8 4 19 Y 
18  68  F 27.2 0.91  45  2.61 108 35 Severe 144 178 124  11 56 Ex 30 3 2 3 Y 









   Age  Gender BMI FEV1 FEV1 % pred FVC FVC % pred  FEV1/FVC Smoking status Pack years MRC
1  48  F 24.2 2.25 92 2.58 90 87 Ex 0.5 1
2  64  F 22.9 2.42 103 3.11 111 78 Never 0 1
3  55  M 28.8 3.55 106 4.25 102 84 Ex 4 1
4  62  F 38.1 2.13 96 2.65 101 80 Current 42.5 2
5  44  M 22.9 4.85 117 6.89 135 70 Never 0 1
6  57  M 32.2 3.72 126 5.15 140 72 Never 0 1
7  42  M 30.3 4.41 115 5.78 124 76 Never 0 1
8  55  F 37.1 2.02 86 2.28 82 88 Never 0 2
9  54  M 23.3 2.98 90 4.51 110 66 Ex 0 1
10  70  M 30.7 3.19 108 4.58 120 70 Ex 25 2
















































































































1  15 8.02  95.8 2.2 1.8 0.2  0.8 N Negative
2  11 1.76  67.6 18.9 8.7 4.7  2.8 S Negative
3  23 10.82  60.2 10.2 29.4 0.4  2.2 N Negative
4  28 4.25  62.8 11.6 23.4 2.2  17.9 B Sputum (B) M.Catarhallis 
5*  13.5 0.9  61 22 11 7  49.2 S, B BAL M.Catarhallis 
6*  22 0.44  NS NS NS NS  NS S, B Negative
7*  49 35.2  70.2 10.8 18.2 0.8  2.3 N Negative
8  25 17.25  80.2 10.2 9.6 0  17.5 N Negative
9  21.5 14.75  89 8.4 2.2 0.4  4.9 S, B BAL M.Catarhallis 
10  17 3.75  78.4 13 8.6 0  21.8 N Negative
11  16.5 3.6  83.3 10.4 5.6 0.2  21.9 S, B Sputum (S) H.influenzae 
12*  10 2.29  38.4 50.9 8.8 1.9  85.8 S, B Sputum (S) S.pneumoniae, Sputum (B) 
S.pneumoniae, H.influenzae, 
M.catarhallis;  BAL S.pneumoniae 
13*  52 2.1  58 35 7 0  21.5 N BAL H.influenzae (scanty) 
14  23 8.5  98.8 0.8 0.4 0  4.8 S, B Negative
15  25 22.8  33.2 59.6 6.6 0.6  9.7 N BAL S.pneumoniae, H.influenzae 
16  60 21.75  99.2 0.6 0.2 0  3.8 N Negative
17*  35 1.7  NS NS NS NS  NS B BAL E.coli (scanty) 
18  35 3.75  65 26 9 0  12.0 N BAL H.influenzae 
























1  37  6.81 88.8 0 11 0.2 4.0 Negative
2  50  6.18 73.8 10.4 14.8 1 19.9 Negative
3  40  10.8 88 9.8 2 0.2 0.0 Negative
4  38  16.2 92 6.2 1.6 0.2 15.1 Negative
5  65  1.25 97 1.4 1.6 0 15.7 Negative
6  55  5.33 95.8 3.8 0.4 0 4.4 Negative
7  60  18.45 99.2 0 0.8 0 3.8 Negative
8  65  26.75 96 2 2 0 0.2 Negative
9  61  7.1 100 0 0 0 2.9 Negative
10  45  6.9 6.2 52.2 40.4 1.2 33.9 Negative















































  COPD (n=19)*  Control (n=11)  Significance 
Total BAL return (ml)  23 (16.5‐35)  50 (40‐61)  p=0.0006 
Total cell count (x104/ml)  4.25 (2.1‐17.25)  7.1 (6.18‐16.2)  p>0.05 
Macrophage %  70.2 (60.6‐92.4)  92 (82‐97)  p=0.08 
Neutrophil %  10.8 (5.3‐24)  3.8 (0‐9.8)  p=0.03 
Lymphocyte %  8.6 (2‐10.3)  2 (0.8‐13.4)  p>0.05 






  COPD (n=11)*  Control (n=10)  Significance 
Total BAL return (ml)  25 (22‐35)  52.5 (43.75‐62)  p=0.0003 
Total cell count (x104/ml)  3.75 (1.7‐17.25)  7 (5.968‐12.71)  p>0.05 
Macrophage %  62.8 (59.1‐74.3)  92.3 (79.95‐97.55)  p=0.0041 
Neutrophil %  13 (10.5‐30.5)  2.9 (0‐9.95)  p=0.0027 
Lymphocyte %  9.6 (7.8‐20.8)  2 (0.7‐13.75)  p>0.05 









Total BAL return (ml)  19 (12‐50.75)  25 (22‐35)  >0.05 
Total cell count (x104/ml)  8.26 (2.68‐20)  3.75 (1.7‐17.25)  >0.05 
Macrophage %  92.4 (71.53‐99.1)  62.8 (59.1‐74.3)  p=0.0152 
Neutrophil %  5.3 (0.65‐16.78)  13 (10.5‐30.5)  p=0.043 
Lymphocyte %  2 (0.25‐7.925)  9.6 (7.8‐20.8)  p=0.0025 














Total BAL return (ml)  25 (15‐35)  23 (16.5‐48.75)  p>0.05 
Total cell count (x104/ml)  3.6 (1.9‐9.5)  9.660 (3.253‐25.11)  p>0.05 
Macrophage %  61.9 (43.3‐78.73)  80.2 (68.9‐99)  p=0.0274 
Neutrophil %  24 (10.7‐46.93)  10.2 (0.7‐11.9)  p=0.01 
Lymphocyte %  7.9 (5.85‐10.5)  8.6 (0.3‐13.9)  p>0.05 
Eosinophil %  0.5 (0.05‐2.125)  0 (0‐0.6)  p>0.05 














































































Samples below LLD COPD (n=19) Control (n=11)  Significance
IL‐8  0.173  None  142.4 (45.7‐280) 111.5 (24.1‐154.7)  p>0.05
IL‐6  0.375  None  5.3 (3.0‐19.6) 3.0 (0.7‐4.9)  p=0.0293
IL‐1β  0.377  1 control  1.7 (0.9‐6.6) 0.6 (0.4‐2.1)  p=0.014
TNF‐α  0.783  11 COPD, 8 control 0.7 (0.2‐1.7) 0.3 (0.2‐1.0)  p>0.05
IL‐10  9.83  16 COPD, 11 control 3.8 (1.6‐8.9) 3.0 (2.0‐5.6)  NA
IFN‐γ  2.17  15 COPD, 11 control 1.1 (0.2‐1.7) 0.4 (0‐0.9)  NA







































































































IL‐8  266.2 (71.0‐1646)  80.0 (22.3‐149.3)  p=0.02 
IL‐6  5.3 (3.9‐34.3)  2.1 (0.7‐4.8)  p=0.02 
IL‐1β  3.0 (0.9‐10.0)  0.6 (0.4‐1.3)  p=0.006 










































































































IL‐8  86.8 (45.6‐180.0)  266.2 (71.0‐1646)  p=0.09 
IL‐6  4.2 (2.4‐10.0)  5.3 (3.9‐34.3)  p>0.05 
IL‐1β  1.5 (0.9‐3.8)  3.0 (0.9‐10.0)  p>0.05 






IL‐8  194.2 (52.4‐254.1)  139.7 (45.7‐743.1)  p>0.05 
IL‐6  4.9 (3.1‐15.3)  5.3 (2.8‐43.1)  p>0.05 
IL‐1β  1.7 (0.8‐3.5)  3.6 (0.9‐8.7)  p>0.05 
TNF‐α  0.6 (0.4‐0.8)  0.9 (0.1‐5.1)  p>0.05 
Serum 
IL‐8  12.2 (10.7‐13.5)  10.7 (8.1‐13.6)  p>0.05 
IL‐6  1.9 (1.5‐2.3)  2.3 (1.5‐4.3)  p>0.05 
TNF‐α  4.3 (3.0‐4.7)  3.4 (2.9‐4.6)  p>0.05 








































Serum  LLD  (pg/ml)  Samples below LLD COPD (n=19) Control (n=11)  Significance
IL‐8  0.108  None 11.7 (9.6‐13.2) 9.2 (7.6‐14.7)  p>0.05
IL‐6  0.293  1 control 1.9 (1.5‐2.8) 0.7 (0.4‐1.1)  p=0.0002
IL‐1β  0.709  All  0 (0‐0.02) 0.02 (0‐0.09)  NA
TNF‐α  0.473  None 3.5 (2.9‐4.5) 2.9 (2.6‐4.1)  p>0.05
IL‐10  2.68  1 COPD 6.7 (4.7‐10.0) 5.5 (4.2‐7.6)  p>0.05
IFN‐γ  1.28  14 COPD, 9 control 0.5 (0.1‐1.3) 0.5 (0.2‐0.9)  NA


















Paired serum CRP and IL-6 COPD donor results
















































































































































































Mean difference (pg/ml BAL) Actual alpha  Actual power  N total 
300  0.05  0.804  114 
400  0.05  0.808  66 
500  0.05  0.824  45 
600  0.0501  0.834  33 
700  0.0501  0.816  24 
800  0.0502  0.857  21 
900  0.0503  0.874  18 





















































































Top 20 bacterial taxa isolated from control BAL samples
Prevotella Streptococcus
Veillonella Unclassified (Enterobacteriaceae)






Unclassif ied (Bacteroidales) Megasphaera





































Proportions of bacterial taxa present in COPD BAL samples
Unclassified (Enterobacteriaceae) Haemophilus Prevotella
Veillonella Streptococcus Staphylococcus






























Proportions of bacterial taxa present in control BAL samples
Prevotella Streptococcus Veillonella




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































      SAEC  LAEC NAEC   
No  Date  Sample Culture  Sample Culture Sample  Culture Details
1  15/02/2011 Y P4  Y P4 Y Limited growth, discarded at P1 ‐
2  01/03/2011 Y Infection P0  Y Infection P0 Y Limited growth, discarded at P1 Early fungal infection 
3*  22/02/2011 Y P5  Y P5 Y Limited growth, discarded at P1 ‐
4  08/03/2011 Y P4  Y P3 (Morphological change from P2) Y P2 then limited growth ‐
5  31/05/2011 Y P4†  Y P4† Y P3 then limited growth† †Late fungal infecƟon 
6  20/04/2011 Y P3†  Y P3 (Morphological change from P2)† Y P3 then limited growth† †Late fungal infection 
7  16/08/2011 Y P4  Y P4 Y P2 ‐
8  01/11/2011 Y P5  Y P5 Y P2 ‐
9  29/11/2011 Y P4  Y P4 Y P2 ‐
10  31/01/2012 Y P5  Y P4 Y P2 ‐
11*  27/11/2012 Y Infection P0  Y Infection P0 Y P2 Early fungal infection 
12  22/05/2012 Y P3†  Y P3† Y P2 †Late fungal infection 
13  23/10/2012 Y P2  Y P2 Y P2 ‐
14  23/11/2012 Y P2  Y P2 Y P2 ‐
15  12/02/2013 Y P2  Y P2 Y P2 ‐
16  08/02/2013 Y P2  Y P2 Y P2 ‐
17  18/06/2013 Y P2  Y P2 Y P2 ‐
18  09/07/2013 N No sample  Y P2 N No sample Bronchoscopy not well 
tolerated, limited sampling 








No  Date  Sample  Culture  Sample  Culture  Sample  Culture  Details 
1*  15/11/2011 Y P4  Y P4 Y P2  ‐
2  22/11/2011 Y P5  Y P5 Y P3  ‐
3  13/12/2011 Y P5  Y P5 Y P3  ‐
4  03/07/2012 Y Infection P0 N No sample Y Infection P0 Bronchoscopy not well tolerated, 
limited sampling, early fungal 
infection 
5  16/10/2012 Y P2  Y P2 Y P2  ‐
6  06/11/2012 Y P2  Y P2 Y Limited growth, discarded at P2† †Late yeast infection
7  12/03/2013 Y P2  Y P2 Y P2  ‐
8  01/02/2013 Y P2  Y P2 Y Limited growth, discarded at P0 ‐
9  22/03/2013 Y P2  Y P2 Y P2  ‐
10  09/04/2013 Y P2  Y P2 Y P2  ‐

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































and  (B) BEAS‐2B  cell  lines, expressed  as  values  relative  to  the  control  sample mean 




(at 200,000 cells per well),  treated  in  triplicate under  the same conditions, and  then 
harvested  at  the  same  time point  as BrdU  incorporation  to perform  concurrent  cell 
count  analysis  (D);  data  displayed  as mean  cell  count  per  well  (±  SEM)  (*p<0.05, 
















































































































































































































for  analysis  of  IL‐8  levels  by  ELISA.    (A)  No  significant  change  in  IL‐8  release  was 
observed with treatment up to 5% CSE (n=3, p>0.05, paired T test).  To ensure that the 
results observed were not affected by a potential effect of CSE on cellular proliferation, 
with  possible  reduced  cell  number  impacting  on  levels  of  IL‐8  release,  a  further 
experiment  was  performed  with  cell  counts  to  correct  the  IL‐8  levels  (C‐D):  these 
results show that both cell number and IL‐8 levels decreased with increasing CSE% and 












harvested for analysis of IL‐8  levels by ELISA.   (A)   IL‐8  levels  increased  in response to 
increasing doses of HI  treatment  (n=3, p<0.05, paired T  tests).    (B) Combined CSE/HI 




































































































































































































































25µl/ml)  for  24  hours  and  viability  analysed  by  propidium  iodide  uptake  on  flow 








(A) Control LAEC and SAEC proliferation


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Control  LAEC BEGM  3791 pg/ml (915)  2268 pg (484) 
LAEC SAGM  1926 pg/ml (531)  1455 pg (306) 












methods),  or  incomplete  (containing  only  insulin,  transferrin  and  gentamicin‐
amphotericin supplements) media for 24 hours prior to treatment with fresh media of 
the same type containing HI (25µl/ml), TNF‐α (20ng/ml) or LPS (10µg/ml) for a further 
24 hours.   Media was then harvested for analysis of IL‐8  levels by ELISA.   Data shown 
are results from n=1 control and n=1 COPD donor, with cells treated in triplicate.  Both 








































Subject No  Age  Gender  Smoking status  FEV1% pred 
5  44  M  Never  117 
6  57  M  Never  126 
7  42  M  Never  115 
8  55  F  Never  86 
9  54  M  Ex  90 




Subject No  Age  Gender  Smoking status  FEV1% pred  GOLD  ICS use 
10  57  M  Ex  46  Severe  Y 
13  66  F  Ex  38  Severe  Y 
14  48  M  Current  72  Moderate  N 
15  62  M  Ex  81  Mild  Y 
16  47  M  Current  96  Mild  N 








































































(A) Control LAEC IL-8 release































(B) Control SAEC IL-8 release














































(C) Control NAEC IL-8 release
























































































(A) COPD LAEC IL-8 release





























(B) COPD SAEC IL-8 release















































(C) COPD NAEC IL-8 release







































































































































































































(A) Control LAEC IL-6 release (n=6)





























(B) Control SAEC IL-6 release (n=5)










































































































Healthy control 4 IL-6 raw data























(A) COPD LAEC IL-6 release




























(B) COPD SAEC IL-6 release























































































(A) Control HI + 5% CSE IL-6 results













































Donor  LAEC SAEC Donor  LAEC SAEC
Control 1  +  ‐  COPD1  +  + 
Control 2  ‐  ‐  COPD2  +  + 
Control 3  +  +  COPD3  +  + 
Control 4  +  ‐  COPD4  ‐  ‐ 
Control 5  +  +  COPD5  +  ‐ 


























(A) Control LAEC IL-1 release (n=5)






























(B) Control SAEC IL-1 release (n=3)

































































harvested  and  analysed  for  IL‐1β  levels  using  the MSD  assay.   Data  shown  are  the 
mean  results  from  (A)  n=5  LAEC,  (B)  n=4  SAEC,  and  (C)  n=3  paired  donor  cell  sets 
(*p<0.05, paired T tests).  Data are shown as values relative to the mean control IL‐1β 
release (± SEM).  An increase in IL‐1β was observed in SAEC (B) in response to 5% CSE, 
and combined HI and CSE  treatments.   No significant  increase was observed  in LAEC 











(A) COPD LAEC IL-1 release (n=4)


























(B) COPD SAEC IL-1 release (n=4)




























































harvested  and  analysed  for  IL‐1β  levels  using  the MSD  assay.   Data  shown  are  the 
mean  results  from  (A)  n=4  LAEC,  (B)  n=4  SAEC,  and  (C)  n=3  paired  donor  cell  sets 
(*p<0.05, paired T tests).  Data are shown as values relative to the mean control IL‐1β 
release (± SEM).  An increase in IL‐1β was observed in SAEC (B) in response to 5% CSE, 









































































































































































































































































































































































Cell type  IL‐8  IL‐6  IL‐1β 
Control LAEC  673 (173)  16 (6)  1.7 (0.7) 
COPD LAEC  495 (161)  16 (12)  1.7 (0.8) 
Control SAEC  1082 (511)  106 (101)  2.2 (1.2) 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































(C) Control LAEC 24 hour 17-BMP pre-treatment

































(B) Control SAEC 24 hour Dex pre-treatment






















(D) Control SAEC 24 hour 17-BMP pre-treatment






hours, prior  to  the addition of TNF‐α  (20ng/ml),  for a  further 24 hours.   Media was 
harvested  for  analysis  of  IL‐8  levels  by  ELISA.    Displayed  data  show mean  results 
(expressed as values  relative  to  the “no  treatment control” baseline) of cells  from 2 
healthy control donors  (control 1 solid symbols, control 2 clear symbols).   Treatment 
with Dex 10‐6M reduced IL‐8 levels in both sets of LAEC (A), and 10‐6M 17‐BMP reduced 


























(A) COPD LAEC 24 hour Dex pre-treatment






















(B) COPD SAEC 24 hour Dex pre-treatment





















(C) COPD LAEC 24 hour 17-BMP pre-treatment






















(D) COPD SAEC 24 hour 17-BMP pre-treatment

















hours, prior  to  the addition of TNF‐α  (20ng/ml),  for a  further 24 hours.   Media was 
harvested  for  analysis  of  IL‐8  levels  by  ELISA.    Displayed  data  show mean  results 
(expressed as values  relative  to  the “no  treatment control” baseline) of cells  from 2 
COPD cell donors (COPD 1 solid symbols, COPD 2 clear symbols).   Treatment with 10‐
6M 17‐BMP  reduced  IL‐8  levels  in both  sets of  LAEC but  this effect was much more 
marked in cells from COPD donor 2.  No inhibitory effect was observed following pre‐
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(B) BEAS-2B 24 hour 17-BMP pre-treatment
Conditions (including molar concentration)
R
el
at
iv
e 
IL
-8
 re
le
as
e
 
 
Figure 62 Review of the effect of corticosteroid treatment on TNF‐α induced IL‐8 
release from BEAS‐2B cells  
Data from previous figures (see section 6.3.3) expressed as values relative to the “no 
treatment control” baseline for comparison to primary airway epithelial cell data.   
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6.10 Discussion 
6.10.1 Summary of results presented 
The aim of this work was to develop an in‐vitro cell culture model to assess the effect 
of cigarette smoke and bacterial pathogens on innate immune responses in airway 
epithelial cells.  Cell lines were initially used to establish experimental parameters for 
the cell treatments to be used, with cigarette smoke extract used to model cigarette 
smoke exposure, and bacterial whole cell lysates used to model the presence of 
common respiratory pathogens.   Cell viability and proliferation were taken into 
account, with particular note of the effect of CSE on cellular proliferation, even at low 
concentrations (1‐2.5%).  Later cell treatments were however, only performed when 
cells had already reached approximately 90% confluence as an epithelial monolayer. 
HBE cells showed an increase in IL‐8 with increasing CSE concentration, but no change 
in IL‐8 was observed in response to any of the bacterial whole cell lysates tested.   An 
increase in IL‐8 was observed however following treatment with TNF‐α and LPS 
(though with a dose of 10µg/ml LPS).  In contrast, in BEAS‐2B cells, no effect of CSE (up 
to 5%) was observed on IL‐8 release, but a significant increase in IL‐8 was observed 
after all doses of HI tested.  In both cell lines combined CSE and HI treatments were 
performed; however no additional effect was observed compared to the treatments 
alone i.e. the CSE effect was observed in HBE cells and the HI effect was observed in 
BEAS‐2B cells.   
 
Taking these observations forward into primary cells the same effect of CSE on cellular 
proliferation was noted.  An increase in IL‐8 was observed in COPD SAEC with all doses 
of HI tested, with a similar trend noted in control SAEC at a higher dose (25µl/ml).   The 
higher dose was therefore applied to a larger number of cell sets, alone, and in 
combination with CSE (up to 5%) for further investigation of the hypothesis proposed.  
Appropriate cell culture conditions were considered, including effect of culture media 
type and supplementation with growth factors.   
 
Overall, in both healthy control and COPD primary airway epithelial cells, CSE alone 
had minimal effect, with an increase in IL‐8, IL‐6 and IL‐1β observed at CSE 5% in SAEC 
but not in LAEC.  The response to HI alone was also greater in SAEC with an increase in 
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IL‐8 and IL‐6 observed, with some change in control LAEC cytokine levels also noted.  
Following combined treatment, a response to CSE and HI was observed in both LAEC 
and SAEC, with an increase in IL‐8 and IL‐6.  This effect was greater in SAEC, and a 
significant difference was observed between LAEC and SAEC in control cells.  The same 
trend was observed in COPD cells but this did not meet statistical significance.  NAEC 
were only assessed for IL‐8 with no significant change in with the treatments tested in 
this cell type.  All cells responded to TNF‐α with increase in IL‐8.     
 
Corticosteroid treatment was shown to suppress TNF‐α induced IL‐8 release in BEAS‐
2B cells.  However, at a 1nM concentration which had been effective in suppression in 
the BEAS‐2B model, neither Dexamethasone, nor 17‐BMP suppressed the primary 
airway epithelial cell IL‐8 release in response to CSE and HI.  Only a minimal effect of 
higher doses up to 1µM was shown in primary LAEC and SAEC on investigation of the 
effect on TNF‐α induced IL‐8 release in these cells. 
6.10.2 Cell line findings 
The cell line work performed informed assessment of appropriate cell treatments to 
induce an immune response.  In addition this work allows comparison to previous 
research in this area and to the findings observed in primary cells.  It was interesting to 
see differences in response between different airway epithelial cell lines.  Previous 
research in HBE cells has also demonstrated an increase in IL‐8 release on CSE 
treatment in this cell line.  Pace et al showed that CSE treatment also increased LPS 
binding and TLR4 expression (Pace et al., 2008); combined CSE and LPS (1µg/ml) 
treatment further increased IL‐8 release via an ERK intra‐cellular signalling pathway.  
Mortaz et al demonstrated a dose‐dependent release of IL‐8 from HBE in response to 
CSE; this effect was reduced by blocking TLR4 or TLR9, and decreased TLR surface 
expression was observed following CSE treatment (Mortaz et al., 2011). 
 
In contrast to the CSE effect observed, the HBE cells did not respond to the bacterial 
whole cell lysate preparations used.  Of note HBE cells were cultured in media 
supplemented with fetal bovine serum which could increase baseline IL‐8 levels 
(Becker et al., 2000).   It is possible that these high resting levels could have masked 
cellular responses to HI; but as above a positive response was noted to other 
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treatments investigated, including LPS.  Contamination of the cell culture with LPS is 
another possibility, which could lead to desensitisation of the cells to stimuli (Becker et 
al., 2000).   
 
HBE cells have been shown to express TLRs 1‐6 and TLR9 (Greene et al., 2005).  It was 
expected that this cell line would therefore be able to respond to the bacterial PAMPs 
present in the whole cell lysate preparations.  As described in the methods section, 
these were prepared by sonication, DNase treatment (to breakdown bacterial DNA) 
and Proteinase K digestion (which was then deactivated by boiling).  This method was 
used as an established technique in our group for preparation of lysates from other 
bacteria including Burkholderia and Pseudomonas (De Soyza et al., 2004); both 
digested and undigested lysates of Burkholderia cepacia have been shown to induce 
cellular responses (De Soyza et al., 2004).  It is possible that the lysate processing 
affected the integrity of TLR ligands present; this could be assessed through 
comparison of treatment with digested and undigested lysate preparation.  However, 
the lysates did induce the expected response in both THP‐1 and BEAS‐2B cells.   
 
It is possible that the HBE cells did not respond to the lysate preparations due to lower 
overall concentrations of PAMPs present, e.g. Lipo‐oligosaccharide (LOS) in the HI 
preparation.  An increased concentration of LPS has been shown to be required for 
airway epithelial cell activation (1‐5µg/ml), as opposed to monocytic cell activation 
(10ng/ml); this may be due to TLR4 co‐receptor expression, with low levels of MD2 
expression (Jia et al., 2004) and CD14 (Becker et al., 2000) reported previously.  In 
addition, an intra‐cellular localisation of TLR4 has been shown which may also affect 
this (Guillot et al, 2004).   
 
In contrast to the HBE cell line response to CSE, no effect of CSE treatment was 
observed in BEAS‐2B cells.  This was reported previously BEAS‐2B cells treated with CSE 
(Laan et al., 2004); however only short 15 minute CSE exposures were performed in 
this study.  CSE alone suppressed basal IL‐8 levels at 2 hours and no significant effect 
was observed at 6 or 18 hours.   A further study using BEAS‐2B cells reported an 
increase in IL‐8 levels after 24 hours treatment; however higher concentrations of CSE 
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were used in this study from 12.5‐50% CSE (Hudy et al., 2010).  The reasons for 
different behaviour in the BEAS‐2B cell line compared to the HBE cell line in the same 
model are not entirely clear.  BEAS‐2B cells were cultured in BEGM media which is 
serum‐free.  The CSE preparations for each cell type were made up using the culture 
media used for the particular cell type: this could have impacted on the potential pro‐
inflammatory effects observed.  The same effects of CSE on cellular proliferation were 
seen in both cell lines however.   
 
A significant increase in IL‐8 was observed in BEAS‐2B cells treated with either LPS or 
HI.  This cell line has previously been used to investigate LPS responses in airway 
epithelial cells with observation of similar effects using LPS or NTHi (live or heat killed).  
Guillot et al showed that LPS induced IL‐8 and IL‐6 release from BEAS‐2B cells, with no 
reported effect on TLR4 expression (Guillot et al., 2004). TLR3 has been shown to be 
involved in BEAS‐2B and PBEC cell responses to NTHi, with loss of the stimulatory 
effect observed through blocking this TLR or use of siRNA to silence expression (Teng  
et al., 2010).  NTHi has been shown to upregulate TLR2 expression in PBECs, with 
lipoprotein activation of NFκB via TLR2 reported (Shuto et al., 2002).    
 
No additional effect was seen on combined treatment with HI and CSE in BEAS‐2B cells.  
Laan et al reported that CSE pre‐treatment inhibited LPS‐induced IL‐8 release from 
BEAS‐2B cells (Laan et al., 2004).  A negative effect of CSE on cellular responses has 
also been reported in A549 cells treated with CSE and heat killed NTHi, in which a 
reduction in IL‐8 release was observed with decreased IL‐8 mRNA expression (Kulkarni 
et al., 2010).  This is in contrast to the work by Hudy et al which showed at least an 
additive effect of CSE treatment with rhinovirus treatment, on increasing IL‐8 levels, 
mediated through mRNA stabilisation (Hudy et al., 2010).   
 
In the current study CSE treatment did not appear to have any negative impact on the 
BEAS‐2B response to HI.  As demonstrated by the previous research outlined above, 
NTHi may induce pro‐inflammatory cellular responses through a number of different 
mechanisms including via activation of TLRs 2, 3 and 4.  CSE has been shown to have a 
negative impact on LPS‐induced IL‐8 release in this cell line, but not necessarily the 
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other pathways involved in the immune response to NTHi which could have been 
activated in this culture model through the use of whole cell lysate preparations.  The 
timing of treatments and assessment of mediator release, and the cell stimulation 
methods used are also important to consider; Laan et al observed a reduction in LPS‐
induced IL‐8 release at 2 and 6 hours following CSE exposure for 15 minutes, but this 
was not sustained at 18 hours (Laan et al., 2004).  However, multiple CSE exposures 
(15 minutes every 2 hours) did result in a more sustained inhibitory effect, with a 
duration of up to 10 hours reported. 
6.10.3 Primary cell findings 
The data presented here show that only primary SAEC responded to 5% CSE, but not 
LAEC or NAEC. This effect was observed in both healthy control and COPD cells, though 
it was less marked in COPD cells.  Previous research has demonstrated the 
responsiveness of SAEC to CSE; Kode et al tested primary cells and a number of 
different cell lines and shown an increase in IL‐8 and IL‐6 release from primary SAEC 
following CSE treatment which was not observed in the cell lines tested including A549 
cells (Kode et al., 2006).  Moretto et al also demonstrated this response in primary 
SAEC (Moretto et al., 2009).  Other work has shown cytokine release from primary 
LAEC in response to CSE, in healthy bronchial airway epithelial cells in submerged 
(Nadigel et al., 2013), or ALI (Comer et al., 2013) cell culture models, with increased 
cytokine release.  However, this effect was not replicated in COPD cells in these studies 
(with a reduction in cytokines reported in the ALI model).   
 
An effect of CSE on cytokine release was not observed from LAEC in the current study 
but was observed from both healthy and COPD SAEC.  As for the cell lines, different 
culture media was used for these individual cell types in the model developed; 
however, both SAGM and BEGM are serum‐free, with supplementation with the same 
growth factors.  The only difference in supplementation of growth factors was the 
addition of bovine serum albumin to SAGM and not to BEGM (see details in the 
materials section 3.2).  It is possible that this influenced the resulting CSE preparation 
and could have impacted on the results observed.  However, differences in response to 
HI stimulation were also observed between the cell types, with an increased response 
in SAEC, which would not be explained by this.  In addition, despite no response to CSE 
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alone, and lesser response to HI compared to SAEC, LAEC also showed increase in IL‐8 
and IL‐6 levels following treatment with combined CSE and HI, suggesting that the CSE 
may have had an effect here.   
 
Previous research has also demonstrated differences in baseline cytokine release from 
unstimulated COPD bronchial epithelial cells compared to those isolated from healthy 
controls (Schulz et al., 2003, Comer et al., 2012).  In the current study no significant 
difference between either disease and control groups or LAEC versus SAEC was 
observed.  This could be due to loss of this effect in submerged cell culture, and the 
findings may also have been affected by smaller sample numbers with variability 
between donor cell sets.   
 
In the present study, no significant change in IL‐8 release was observed from NAEC 
with either CSE or HI stimulation alone, or following combined treatment.  This was the 
same for both control and COPD cells, which however did responded positively to TNF‐
α stimulation.  This assessment was more limited than that for LAEC and SAEC in terms 
of additional cytokines analysed; however, in the context of the current model and 
data available from this, NAEC could not be used as a substitute to investigate either 
LAEC or SAEC responses.  Higher baseline release of pro‐inflammatory mediators from 
NAEC compared to paired LAEC has been reported previously, but with correlation 
between cell types in response to cell stimulation with TNF‐α and IL‐1β observed; on 
this basis it was suggested that NAEC could be used as a surrogate for LAEC responses, 
though no patients with COPD were studied (McDougall et al., 2008).  In the context of 
COPD research, further work in this area showed a correlation between COPD NAEC 
and LAEC responses with IL‐8 release following Pseudomonas aeruginosa (PA) LPS 
exposure (Comer et al., 2012).  However, this was not observed for CSE treatment (5% 
CSE stimulatory in NAEC at 24 hours but reduced IL‐8 in LAEC at 24 hours), or on 
assessment of IL‐6 release.  This group also found therefore that NAEC could not 
model LAEC.    
 
Comer et al have also reported work comparing healthy controls, smokers without 
evidence of airflow limitation and COPD patients, using LAEC cultures at ALI.  In their 
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model CSE increased baseline IL‐6 and IL‐8 levels, and increased the response to PA LPS 
in control cells and those from smokers without airflow limitation (Comer et al., 2013).  
However, CSE reduced the LPS response in COPD cells, with associated reduction in 
TLR4 expression, MAPK and NFKB activation found in cells from this group but not the 
control groups.  The same model of CSE preparation was used as in the current study 
(1 cigarette and 25 ml culture media).  In contrast to the results described however, in 
the current study no effect of CSE was observed in LAEC, and in both LAEC from 
controls and COPD patients, an increase in mediator release was seen following 
combined treatment with CSE and HI.   As for the cell line results discussed, the 
differences in results reported could relate to cell activation by a mixture of ligands as 
opposed to LPS alone, and also potential differences in using an ALI model.   
 
6.10.4 Reflection on results observed compared to the original study hypothesis 
To date, no published research has reported investigation of differences in small 
compared to large airway epithelial cell innate immune responses in COPD.  The 
hypothesis for the current study proposed that in health, the small airways may mount 
a more potent immune response to pathogen exposure than the large or nasal airway 
epithelium.  The results of the novel in‐vitro cell culture model developed clearly 
support this.  It was proposed that this effect may be blunted by cigarette smoke.  In 
contrast to this an increase in IL‐8 and IL‐6 was observed in both LAEC and SAEC in 
response to combined CSE and HI, and this was more marked in SAEC.  This response 
was at least additive, and in some cases more than this suggesting the possibility of a 
synergistic effect of combined treatment.  A suppressive effect of CSE had originally 
been hypothesised based on previous research in the literature which has been 
discussed above.  In considering the results observed, the use of bacterial whole cell 
lysate rather than a single TLR ligand may again be important to consider in this 
context.  CSE has been shown to have an inhibitory effect on TLR4 (Comer et al., 2013), 
and has also been shown to reduce TLR5 expression in differentiated primary LAEC in 
culture (Wang et al., 2012).  However, effects on other TLRs and studies using SAEC 
have not been reported.   It is possible that in the current model, with the use of CSE 
and the presence of multiple bacterial PAMPs, that a number of different pathways 
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could have been affected, but with the overall result of stimulated cell mediator 
release.   
 
In established COPD a dampened response was proposed i.e. a less potent response in 
the small airway epithelium.  However, the same pattern of results was observed in 
both COPD and control cells, though the difference between LAEC and SAEC responses 
was less marked in COPD cells.  This could reflect an effect of the disease process as 
suggested in the original hypothesis.  However, it would appear more likely to be 
influenced by greater variability in the COPD cells used and small sample size.  The 
COPD cells were from patients with a range of disease severity, and included current 
and ex‐smokers.   It would be interesting to analyse responses in a larger number of 
paired LAEC and SAEC from patients at each different stage of COPD, to determine if 
cells in milder disease have a phenotype closer to control cells and if this changes with 
an increase in disease severity, or if it is maintained throughout.  In addition to the 
differences in clinical phenotypic features in the COPD subject donors, the impact of 
disease heterogeneity within the individual patients must also be considered.  Samples 
were taken from different airway levels for comparison.  However, with differences in 
the pattern of the disease throughout the airways and lungs (as discussed in Chapter 
1), the cells sampled may have been more or less affected by the disease process and if 
from “healthier” airways this may have reduced any potential differences between 
disease and control findings.  Previous research in cells isolated from patients with 
asthma and healthy controls was also unable to find any difference in cellular 
responses between health and disease (Woodman et al., 2013).  It was suggested that 
other factors present in the microenvironment of the airway epithelium may 
contribute to differences observed in‐vivo.  
 
Although an increase in mediator levels or “release” was observed in the current 
study, this could have been due to a number of factors, from effects on gene 
expression or mRNA stability, to stored mediator release; further investigation is 
required to elucidate the mechanisms underlying the results shown as discussed 
below.  
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6.10.5 Review of corticosteroid treatment effects 
In the current study, corticosteroid pre‐treatment was effective in suppression of cell 
line responses but this was not found in the primary cell experiments.  Previous 
research has shown that in‐vitro steroid treatment can reduce inflammatory responses 
from airway epithelial cells in culture.  Dexamethasone (1µM for 24 hours) suppressed 
both baseline and TNF‐α stimulated IL‐8 from primary bronchial epithelial cells (Kwon 
et al., 1994).  Reduction of TNF‐α induced (50ng/ml) RANTES and soluble ICAM‐1 has 
been reported in PBECs, following treatment with Fluticasone (10‐4‐10‐6M, both 
mediators) and BDP (10‐4M only RANTES) (Wang et al., 1997).  TNF‐α (10ng/ml) 
induced GM‐CSF and IL‐8 release was reduced by 40% following treatment with 10‐8M 
Budesonide in normal PBECs (Korn et al., 2001).   
 
A dose dependent inhibition of TNF‐α (10ng/ml) induced IL‐8 release was reported 
with 2 hour Budesonide pre‐treatment (1‐100nM) in PBECs from healthy controls, 
smoking controls and COPD and asthma patients (Heijink et al., 2014).  PBECs from 
asthma and COPD patients were however noted to be less responsive to the inhibitory 
effect of Budesonide, in particular with less effect on GM‐CSF release.   In contrast, in a 
study comparing nasal and bronchial epithelial cells from healthy controls and asthma 
patients, stimulated cells from both asthma patients and healthy controls were 
resistant to treatment with Prednisolone (10µM) (Woodman et al., 2013).  However, 
suppression of the inflammatory response was achieved with use of an IKK2 inhibitor.  
The lack of inhibition observed in the current study in primary airway epithelial cells 
may relate to the cytokine response investigated, with IL‐8 only analysed; it is possible 
that suppression of other mediators could have occurred, e.g. suppression of the GM‐
CSF response noted to be more significant in COPD and asthma cells in previous 
studies (Heijink et al., 2014).  However, the previous study in asthma and control cells 
by Woodman et al, reported similar findings in terms of steroid responsiveness, but 
found an effect of an IKK inhibitor, active on the NFκB signalling pathway (Woodman et 
al., 2013).  In COPD, steroid resistance has been suggested to be related to a number 
of mechanisms, including the effects of oxidative stress on histone deacetylase (HDAC) 
2 activity; corticosteroids effect the recruitment of HDAC 2 to inflammatory genes, to 
reduce acetylation and therefore gene expression.   Oxidative stress can result in 
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reduced HDAC2 expression and activity, leading to loss of this anti‐inflammatory action 
(Barnes, 2013).   Potential mechanisms of steroid resistance have not been 
investigated in the current study; effects of oxidative stress and HDAC 2 expression in 
cells in culture could be considered.  In moving forwards using the current model 
assessment of a wider range of inflammatory mediators and inhibitors in a larger 
sample number could be informative.  In addition, the potential for a carryover effect 
of clinical ICS treatment should be considered in any COPD cell samples analysed. 
 
6.10.6 Review of the in‐vitro cell culture model used 
 
Cigarette smoke extract (CSE) 
CSE was used to model the effects of cigarette smoke in‐vitro.  This type of preparation 
contains a combination of water soluble particulate and gaseous phases of whole 
cigarette smoke (Clunes et al., 2008).  Active volatile and semi‐volatile components of 
this may be lost soon after preparation (Rennard, 2004); preparations were used 
within 30 minutes in all of the experiments described to minimise this.   The exact 
method by which cigarette smoke extract is made (i.e. number and type of cigarettes 
used, volume of media, final concentration applied to cells), the duration of treatment 
and time points at which cell responses are tested may all impact on the results 
observed.  This makes comparison between research studies difficult.  However, the 
CSE preparation method used was an established method in our laboratory, and the 
same effect on cellular responses was observed in cell lines between multiple 
preparations and experiments, to allow comparisons between the different cell types 
studied within this model.  This method has also been described by other groups, 
including assessment of optical density of different preparations with no significant 
differences between preparations observed (Comer et al., 2014).  Considering other 
possible methods to expose cells to cigarette smoke in‐vitro, even use of whole 
cigarette smoke is not without problems including consideration of the dose of smoke 
applied to the cells (Thorne and Adamson, 2013); additionally the systems used for 
whole smoke exposure are likely to be much less widely available than the current 
model of CSE used.  In‐vivo the exposure generated from smoking is also highly 
variable, and chronic exposure is involved in the development of COPD which cannot 
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be replicated in cells in culture.  Overall, methods of smoke exposure are used as a tool 
to facilitate in‐vitro investigation of the biological processes which may be involved in 
smoking‐related lung disease, and are accepted as such (Rennard, 2004, Shapiro, 
2004). 
 
Bacterial whole cell lysate 
Bacterial whole cell lysates were used in this study to allow cell exposure to a range of 
bacterial PAMPs.  In particular non‐typeable Haemophilus influenzae (NTHi) was 
chosen as a common pathogen in COPD exacerbations and also present in the lung 
microbiome.  Use of whole cell lysates may be more reflective of bacterial presence in‐
vivo, with exposure to a number of different stimuli with potential for signalling 
through multiple TLR pathways, than exposure to a single TLR ligand.  The airway 
epithelium may be able to react directly to certain stimuli e.g. bacterial wall 
components.  In‐vivo exposure to other PAMPs may first require uptake and processing 
of bacterial components by other innate immune cells e.g. macrophages or dendritic 
cells as antigen presenting cells.  The HI whole cell lysate should contain PAMPs 
including lipoproteins (TLR2 ligand), LOS (TLR4 ligand) and bacterial DNA (TLR9 ligand ‐ 
unmethylated CpG DNA) (as per details in Chapter 1).  
  
Other studies have described the use of whole bacterial cell lysates (Shuto et al., 
2001), heat‐killed bacteria (Jia et al., 2004), and live strains (Kulkarni et al., 2010).  
Consideration of a co‐culture model with airway epithelium, innate immune cells with 
the ability to phagocytose and present bacterial PAMPs e.g. AM, and whole live/dead 
bacteria may allow a more representative modelling of in‐vivo pathogen exposure.      
 
Use of multiple potential PAMPs may make the analysis of resultant cell responses 
more difficult.  In order to delineate the mechanisms involved in the responses 
observed, use of individual ligands may be required.  This could include LPS/LOS 
isolation from relevant bacterial strains from which whole cell lysates could also be 
tested (De Soyza et al., 2004).  In addition, inhibition of particular TLR ligands within 
the lysates could be considered, for example using Polymixin B to inhibit LPS‐induced 
TLR4 activation.   
Chapter 6 Results 
205 
Analysis of pro‐inflammatory mediators 
The current study investigated levels of IL‐8, IL‐6, IL‐1β and TNF‐α as pro‐inflammatory 
mediators in the in‐vitro cell culture model described.  Of note TNF‐α was below the 
level of detection of the assay used for all samples tested other than from one healthy 
control donor (see Section 6.6).  This cytokine has been detected from PBECs in 
previous research (Profita et al., 2003); the LLD of the assay used was quoted as 
<0.18pg/ml (compared to 7.2pg/ml in the current study).  Levels ranging from 17pg/ml 
in control cell cultures, up to 165pg/ml in COPD cell cultures were reported.  Work 
using primary type II alveolar epithelial cells however reported no detectable basal 
TNF‐α release (LLD of assay 15.6pg/ml), though this was detectable after LPS 
stimulation (Thorley et al., 2007).  Potential differences in cell culture conditions, 
sample harvest and storage, and the assay used may have affected the results of the 
current study.  To further assess TNF‐α levels use of a more sensitive assay could be 
investigated, or methods to concentrate the protein in the culture supernatant tried as 
discussed for BAL samples in Chapter 4. 
 
In the context of this small pilot study it was not feasible to measure a wider range of 
mediators with the time and resources available.  This is an area where the current 
model could be developed further, and alternative methods of assessing the “read 
out” from the model system considered.  Additional cytokines and chemokines could 
be investigated; based on previous research in this area discussed in sections 1.9.1 and 
1.9.2 these could include: GM‐CSF (Hellermann et al., 2002), MCP‐1 (Fuke et al., 2004), 
GRO‐α (Schulz et al., 2004), and ICAM‐1 (Takizawa et al., 2000).  To address which TLRs 
may be involved in the findings described in the current model, individual TLR ligands 
could be used to compare to results observed with bacterial whole cell lysate.  Use of 
TLR blocking antibodies or inhibitors in cultured cells could also be used to aid this 
investigation, with the potential to inhibit changes in cytokine levels (Mortaz et al., 
2011, Nadigel et al., 2013).   
 
Consideration of alternative methods  
Alternative methods of analysing the immune response could also be implemented.  
TLR mRNA expression was measured at baseline in cultured epithelial cells; changes in 
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expression levels following CSE and/or HI treatment could be investigated.  With 
potential for investigation of other important immune function genes, gene array 
could be used to assess a wider panel of mRNA expression in cultured cells at baseline 
and following treatment.  This approach could allow an overview of potentially 
important mediators and receptors in the responses observed and this could then be 
further investigated at the protein level, similar to the approach used by Wang et al 
with investigation of TLR5 in SAEC (Wang et al., 2012).  Expression of TLRs and 
important co‐receptor molecules could be assessed at the protein level using western 
blot, or using immunocytochemistry to assess expression qualitatively, with particular 
interest in cellular localisation of TLR receptors (Guillot et al., 2004).  Investigation of 
downstream TLR signalling pathways could follow on from this; activation can be 
measured by detection of phosphorylated protein kinases involved by western blot 
(e.g. p38, JNK, ERK, see Figure 2, Chapter 1) (Comer et al., 2013, Nadigel et al., 2013).  
Activation of NFκB can also be investigated using assays to analyse nuclear 
translocation based on p65 subunit levels in nuclear extracts (Comer et al., 2013, 
Moretto et al., 2009).  Use of inhibitors to block the action of specific kinases can help 
to confirm which pathways are involved based on reduction in cytokine levels or 
complete loss of treatment effect (Nadigel et al., 2013). 
 
The results presented here reflect cell responses from cells which have been cultured 
submerged under a layer of nutrient media.  These cells are known to become de‐
differentiated compared to the broader population of ciliated and non‐ciliated cells 
which are initially seeded from brushings collection (de Jong et al., 1994).  Increasingly 
air‐liquid interface (ALI) cell cultures are used to try to better represent the make‐up of 
the airway epithelium in‐vivo.  Analysis of gene expression profiles in freshly isolated 
brushed airway epithelial cells, cells in submerged culture, and cells cultured at ALI 
have been performed (Pezzulo et al., 2011).  This work has demonstrated that cells at 
ALI most closely reflect the “transcriptome” of the airway epithelium in‐vivo.  Previous 
work using PBECs in both submerged and ALI models have shown that although both 
baseline and stimulated cell TLR expression and mediator release may be of greater 
magnitude in cells at ALI, the same pattern of results was observed in cells in 
submerged culture (Comer et al., 2013, Wang et al., 2012).  These models included 
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CSE, LPS and flagellin treatments.  The current submerged culture model could be 
reviewed using ALI cultures to determine if the same effects are observed.  
In considering relevance to the in‐vivo disease process, further investigation could also 
use freshly brushed cells from large and small airways,  and also biopsy samples, to 
analyse expression of mediators and receptors as close to the disease 
microenvironment as possible, e.g. using gene array, ICC or IHC.  This would reduce the 
effect of in‐vitro culture and help to direct research appropriately to what may be 
important in patients rather than in cells removed from the body.  Endobronchial 
biopsies may be used from large airway but a comparable sample from small airways is 
not possible via bronchoscopy sampling; transbronchial lung biopsies can be 
performed but these sample lung parenchyma rather than the distal airways.  Use of 
lung biopsy samples from explanted tissue could be considered, as described by Isajevs 
et al who investigated HDAC 2 and NFκB expression in large and small airways (Isajevs 
et al., 2011).    
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Chapter 7. Final discussion 
 
Having discussed the results presented in each of the relevant chapters this final 
discussion will be used to review the study as a whole, consider the significance of the 
findings, and the direction in which this work could be taken in the future.  
 
In this study, the role of bacterial presence causing airway inflammation in COPD was 
assessed using culture and culture‐independent techniques to investigate the lung 
microbiome.  Overall lower bacterial diversity was observed in COPD compared to 
control samples.  In addition, a potential relationship between the richness and 
diversity of the bacteria identified in COPD samples and disease severity was 
identified.  Potentially pathogenic bacteria were more commonly isolated from COPD 
samples.  These results add to the increasing reports in the literature describing 
differences in the lung microbiome between health and disease.  The potential impact 
of a change in the microbiome in the development and progression of COPD is of 
particular interest.  This could be influenced by smoking, airway epithelial damage, and 
subsequent treatment including antibiotics and corticosteroids for exacerbations.  
Study of COPD disease phenotypes which may be associated with disease progression 
are an important target for new treatments.   If we can better understand how the 
lung microbiome is maintained in harmony with the airway epithelium and innate 
immunity in health, and how this may change in disease, we may be able to find ways 
of restoring this balance to affect the natural course of the disease process.   
 
The findings reported in the COPD samples in the current study however, did not 
translate into differences in inflammatory indices in BAL.  The approach used was 
limited by the sample size, the semiquantitative nature of the method used for 
bacterial DNA analysis and also sampling from a single site in each subject.  In planning 
future research in this area these elements of study design need to be taken into 
account.  Future studies could involve increased numbers of patients from mild, 
moderate and severe disease categories, current and ex‐smokers, in addition to 
controls.  Concurrent methods of bacterial analysis including that applied here 
alongside a quantitative technique, and further measurements of inflammation would 
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potentially provide more informative results.  In assessing the interplay between the 
microbiome and COPD pathogenesis, identifying a clinically detectable change in the 
microbiome which precedes progression of the disease and could be altered to affect 
patient outcomes would be of greatest significance.  In order to investigate this, 
studies of the microbiome and possible associated inflammatory change, in different 
parts of the airway using different sampling techniques (e.g. BAL vs PSB) could advise 
which is the most relevant and accessible compartment to sample.  Assessment of this 
longitudinally over time may then provide the best avenue for further exploration in 
this area.         
 
Changes observed in the small and large airways in COPD, and the increasingly 
recognised relevance of respiratory pathogens in disease pathogenesis, were applied 
to an in‐vitro cell culture model to investigate potentially relevant cellular responses.  
In support of the proposed hypothesis, the cell culture model developed in this study 
demonstrated an increased response from small compared to large airway epithelial 
cells exposed to bacterial PAMPs in‐vitro.   CSE appeared to have a synergistic effect 
with the bacterial whole cell lysate used in inducing greater release of inflammatory 
cytokines.  The pattern of results observed was the same in cells from both COPD and 
control donors.  This work was limited however, by small sample numbers, of 
particular relevance in the COPD results, where disease heterogeneity may have 
affected the variability observed.   
 
This comparison of small and large airway epithelial cell responses is novel work which 
warrants further investigation to confirm and explore the findings described.  Initially 
as for the microbiome work, this could involve investigation of larger numbers of 
paired cell sets from patients in different categories of disease severity compared to 
controls, to determine if changes in the small airway responses are observed between 
health and disease development.  In order to demonstrate that this is the case in‐vivo, 
with the loss of the influence of the local microenvironment and potential for change 
in cell phenotypes in ex‐vivo cell cultures, first analysis of either freshly brushed airway 
epithelial cells or lung biopsies may be most informative.  ALI cultures could also be 
developed, and consideration of co‐culture models with other immune cell types 
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introduced to try to more accurately model the in‐vivo disease process.  Further 
mechanistic work would subsequently be required to understand the differences 
observed, with consideration of investigation of TLR expression and activation, and 
associated cell signalling pathways.   
 
In addition to the above findings, limited work in the current study suggested 
resistance to the anti‐inflammatory effects of corticosteroid treatment in both small 
and large airway epithelial cells in culture.  Confirmation and further investigation of 
steroid responsiveness in ongoing in‐vitro cell culture work could help to clarify this.  
Importantly in‐vitro culture models can be used in ex‐vivo analysis of drug targeting 
and testing.  On the basis of the differences observed between small and large airway 
epithelial cells in the current study, further investigation and development of models 
focussing on SAEC may be of relevance in the advancement of novel therapeutic 
strategies for the treatment of COPD. 
 
Much of the discussion of methods and results from the current study has highlighted 
the difficulties of investigating such a heterogeneous and complex disease process.  In 
taking COPD research forwards, accurate phenotyping of patients including investment 
in new methods of assessing small airways disease, is required.  Ongoing projects, such 
as those described above, are needed to try to understand the key factors involved in 
disease progression despite smoking cessation.  If this can be achieved, the future 
could hold the possibility of the application of personalised medicine in this field.  
Patients could be treated depending on the relative contribution of small airways 
disease and features of the individual lung microbiome, with the translation of 
research findings into patient benefit.     
 
 
 
 
 
 
 
 211 
References 
 
ADAMSON, J., HASWELL, L. E., PHILLIPS, G. & GACA, M. D. 2011. Chapter 3 In Vitro 
Models of Chronic Obstructive Pulmonary Disease. In: MARTIN‐LOECHES (ED.), I. (ed.) 
In "Bronchitis". InTech. 
 
AMERICAN THORACIC SOCIETY 1996. Cigarette Smoking and Health. American Journal 
of Respiratory and Critical Care Medicine, 153, 861‐865. 
 
AMMOUS, Z., HACKETT, N. R., BUTLER, M. W., RAMAN, T., DOLGALEV, I., O'CONNOR, T. 
P., HARVEY, B.‐G. & CRYSTAL, R. G. 2008. Variability in Small Airway Epithelial Gene 
Expression Among Normal Smokers. Chest, 133, 1344‐1353. 
 
ARBOUR, N. C., LORENZ, E., SCHUTTE, B. C., ZABNER, J., KLINE, J. N., JONES, M., FREES, 
K., WATT, J. L. & SCHWARTZ, D. A. 2000. TLR4 mutations are associated with endotoxin 
hyporesponsiveness in humans. Nature Genetics, 25, 187‐191. 
 
BAFADHEL, M., MCKENNA, S., TERRY, S., MISTRY, V., REID, C., HALDAR, P., 
MCCORMICK, M., HALDAR, K., KEBADZE, T., DUVOIX, A., LINDBLAD, K., PATEL, H., 
RUGMAN, P., DODSON, P., JENKINS, M., SAUNDERS, M., NEWBOLD, P., GREEN, R. H., 
VENGE, P., LOMAS, D. A., BARER, M. R., JOHNSTON, S. L., PAVORD, I. D. & BRIGHTLING, 
C. E. 2011. Acute Exacerbations of Chronic Obstructive Pulmonary Disease.  
Identification of Biologic Clusters and Their Biomarkers. The American Journal of 
Respiratory and Critical Care Medicine, 184, 662‐671. 
 
BALS, R. & HIEMSTRA, P. S. 2004. Innate immunity in the lung: how epithelial cells fight 
against respiratory pathogens. European Respiratory Journal, 23, 327‐333. 
 
BANERJEE, B., KICIC, A., MUSK, M., SUTANTO, E. N., STICK, S. M. & CHAMBERS, D. C. 
2009. Successful establishment of primary small airway cell cultures in human lung 
transplantation. Respiratory Research, 10, 99. 
 
BARNES, P. J. 2004. Alveolar Macrophages as Orchestrators of COPD. COPD, 1, 59‐70. 
 
BARNES, P. J. 2007. Chronic Obstructive Pulmonary Disease; A Growing but Neglected 
Global Epidemic. PLoS Medicine, 4. 
 
BARNES, P. J. 2009. The Cytokine Network in Chronic Obstructive Pulmonary Disease. 
American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, 41, 631‐638. 
 
BARNES, P. J. 2013. Corticosteroid resistance in patients with asthma and chronic 
obstructive pulmonary disease. Journal of Allergy and Clinical Immunology, 131, 636‐
645. 
 
BARNES, P. J., SHAPIRO, S. D. & PAUWELS, R. A. 2003. Chronic obstructive pulmonary 
disease: molecular and cellular mechanisms. European Respiratory Journal, 22, 672‐
688. 
 212 
BATTAGLIA, S., MAUAD, T., VAN SCHADEWIJK, A. M., VIGNOLA, A. M., RABE, K. F., 
BELLIA, V., STERK, P. J. & HIEMSTRA, P. S. 2006. Differential distribution of 
inflammatory cells in large and small airways in smokers. Journal of Clinical Pathology, 
60, 907‐911. 
 
BECKER, M. N., DIAMOND, G., VERGHESE, M. W. & RANDELL, S. H. 2000. CD14‐
dependent Lipopolysaccharide‐induced Beta‐Defensin‐2 Expression in Human 
Tracheobronchial Epithelium. The Journal of Biological Chemistry, 275, 29731‐27936. 
 
BHOWMIK, A., SEEMUNGAL, T. A. R., SAPSFORD, R. J. & WEDZICHA, J. A. 2000. Relation 
of sputum inflammatory markers to symptoms and lung function changes in COPD 
exacerbations. Thorax, 55, 114‐120. 
 
BLAND, J. M. & ALTMAN, D. G. 1986. Statistical Methods For Assessing Agreement 
Between Two Methods Of Clinical Measurement. The Lancet, 307‐310. 
 
BOERS, J. E., AMBERGEN, A. W. & THUNNISSEN, F. B. J. M. 1999. Number and 
Proliferation of Clara Cells in Normal Human Airway Epithelium. American Journal of 
Respiratory and Critical Care Medicine, 159, 1585‐1591. 
 
BORTHWICK, L. A., PARKER, S. M., BROUGHAM, K. A., JOHNSON, G. E., GOROWIEC, M. 
R., WARD, C., LORDAN, J. L., CORRIS, P. A., KIRBY, J. A. & FISHER, A. J. 2009. Epithelial to 
mesenchymal transition (EMT) and airway remodelling after human lung 
transplantation. Thorax, 64, 770‐777. 
 
BROEKHUIZEN, R., WOUTERS, E. F., CREUTZBERG, E. C. & SCHOLS, A. M. 2006. Raised 
CRP levels mark metabolic and functional impairment in advanced COPD. Thorax, 61, 
17‐22. 
 
BUDULAC, S. E., BOEZEN, H. M., HIEMSTRA, P. S., LAPPERRE, T. S., VONK, J. M., TIMENS, 
W., POSTMA, D. S. & THE GLUCOLD STUDY GROUP 2012. Toll‐Like Receptor (TLR2 and 
TLR4) Polymorphisms and Chronic Obstructive Pulmonary Disease. PLoS ONE, 7. 
 
BURGEL, P.‐R. 2011. The role of small airways in obstructive airway diseases. European 
Respiratory Review, 20, 23‐33. 
 
BURGEL, P.‐R. & NADEL, J. A. 2008. Epidermal growth factor receptor‐mediated innate 
immune responses and their roles in airway diseases. European Respiratory Journal, 
32, 1068‐1081. 
 
CABRERA‐RUBIO, R., GARCIA‐NUNEZ, M., SETO, L., ANTO, J. M., MOYA, A., MONSO, E. 
& MIRA, A. 2012. Microbiome Diversity in the Bronchial Tracts of Patients with Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease. Journal of Clinical Microbiology, 50, 3562‐3568. 
 
CARIO, E., BROWN, D., MCKEE, M., LYNCH‐DEVANEY, K., GERKEN, G. & PODOLSKY, D. K. 
2002. Commensal‐Associated Molecular Patterns Induce Selective Toll‐Like Receptor‐
Trafficking from Apical Membrane to Cytoplasmic Compartments in Polarized 
Intestinal Epithelium. American Journal of Pathology, 160, 165‐173. 
 213 
CHARLSON, E. S., BITTINGER, K., HAAS, A. R., FITZGERALD, A. S., FRANK, I., YADAV, A., 
BUSHMAN, F. D. & COLLMAN, R. G. 2011. Topographical Continuity of Bacterial 
Populations in the Healthy Human Respiratory Tract. American Journal of Respiratory 
Cell and Molecular Biology, 184, 957‐963. 
 
CHOE, M. M., TOMEI, A. A. & SWARTZ, M. A. 2006. Physiological 3D tissue model of the 
airway wall and mucosa. Nature Protocols, 1, 357‐362. 
 
CHURG, A., TAI, H., COULTHARD, T., WANG, R. & WRIGHT, J. L. 2006. Cigarette Smoke 
Drives Small Airway Remodelling by Induction of Growth Factors in the Airway Wall. 
American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 174, 1327‐1334. 
 
CLUNES, L. A., BRIDGES, A., ALEXIS, N. & TARRAN, R. 2008. In Vivo Versus In Vitro 
Airway Surface Liquid Nicotine Levels Following Cigarette Smoke Exposure. Journal of 
Analytical Toxicology, 32, 201‐207. 
 
COMER, D. M., ELBORN, J. S. & ENNIS, M. 2012. Comparison of Nasal and Bronchial 
Epithelial Cells Obtained from Patients with COPD. PLoS ONE, 7, e32924. 
 
COMER, D. M., ELBORN, J. S. & ENNIS, M. 2014. Cigarette smoke, airway epithelial cells 
and host defence. Inflammation and Cell Signalling, 1, e203. 
 
COMER, D. M., KIDNEY, J. C., ENNIS, M. & ELBORN, J. S. 2013. Airway epithelial cell 
apoptosis and inflammation in COPD, smokers and nonsmokers. European Respiratory 
Journal, 41, 1058‐1067. 
 
CROMWELL, O., HAMID, Q., CORRIGAN, C. J., BARKANS, J., MENG, Q. & COLLINS, P. D. 
1992. Expression and generation of interleukin‐8, IL‐6 and granulocyte‐macrophage 
colony‐stimulating factor by bronchial epithelial cells and enhancement by IL‐1β and 
tumour necrosis factor‐α. Immunology, 77, 330‐337. 
 
CULPITT, S. V., ROGERS, D. F., SHAH, P., DE MATOS, C., RUSSELL, R. E. K., DONNELLY, L. 
E. & BARNES, P. J. 2003. Impaired Inhibition by Dexamethasone of Cytokine Release by 
Alveolar Macrophages from Patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease. 
American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 167, 24‐31. 
 
CURTIS, J. L., FREEMAN, C. M. & HOGG, J. C. 2007. The Immunopathogenesis of Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease ‐ Insights from Recent Research. Proceedings of the 
American Thoracic Society, 4, 512‐521. 
 
DE BOER, W. I., SONT, J. K., VAN SCHADEWIJK, A., STOLK, J., VAN KRIEKEN, J. H. & 
HIEMSTRA, P. S. 2000. Monocyte chemoattractant protein 1, interleukin 8, and chronic 
airways inflammation in COPD. Journal of Pathology, 190, 619‐626. 
 
DE JONG, P. M., VAN STERKENBURG, M. A., HESSELING, S. C., KEMPENAAR, J. A., 
MULDER, A. A., MOMMAAS, A. M., DIJKMAN, J. H. & PONEC, M. 1994. Ciliogenesis in 
Human Bronchial Epithelial Cells Cultured at the Air‐Liquid Interface. The American 
Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, 10, 271‐277. 
 214 
DE SOYZA, A., ELLIS, C. D., KHAN, C. M. A., CORRIS, P. A. & DE HORMAECHE, R. D. 2004. 
Burkolderia cenocepacia Lipopolysaccharide, Lipid A, and Proinflammatory Activity. 
American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 170, 70‐77. 
 
DEPARTMENT OF HEALTH. 2010. Consultation on a Strategy for Services for Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease (COPD) in England [Online]. Available: 
http://www.dh.gov.uk/en/Publicationsandstatistics/Publications/PublicationsPolicyAn
dGuidance/DH_116716 [Accessed]. 
 
DICKSON, R. P., ERB‐DOWNWARD, J. R., FREEMAN, C. M., MCCLOSKEY, L., BECK, J. M., 
HUFFNAGLE, G. B. & CURTIS, J. L. 2015. Spatial Variation in the Healthy Human Lung 
Microbiome and the Adapted Island Model of Lung Biogeography. Annals of the 
American Thoracic Society, 12, 821‐830. 
 
DOBROVOLSKAIA, M. A. & VOGEL, S. N. 2002. Toll receptors, CD14, and macrophage 
activation and deactivation by LPS. Mucosal Immunology, 4, 903‐914. 
 
DONALDSON, G. C., SEEMUNGAL, T. A. R., BHOWMIK, A. & WEDZICHA, J. A. 2002. 
Relationship between exacerbation frequency and lung function decline in chronic  
obstructive pulmonary disease. Thorax, 57, 847‐852. 
 
DROEMANN, D., GOLDMANN, T., TIEDJE, T., ZABEL, P., DALHOFF, K. & SCHAAF, B. 2005. 
Toll‐like receptor 2 expression is decreased on alveolar macrophages in cigarette 
smokers and COPD patients. Respiratory Research, 6, 68. 
 
EDGAR, R. C., HAAS, B. J., CLEMENTE, J. C., QUINCE, C. & KNIGHT, R. 2011. UCHIME 
improves sensitivity and speed of chimera detection. Bioinformatics, 27, 2194‐2200. 
 
ELIAS, J. A., FREUNDLICH, B., KERN, J. A. & ROSENBLOOM, J. 1990. Cytokine Networks 
in the Regulation of Inflammation and Fibrosis in the Lung. Chest, 97, 1439‐1445. 
 
ERB‐DOWNWARD, J. R., THOMPSON, D. L., HAN, M. K., FREEMAN, C. M., MCCLOSKEY, 
L., SCHMIDT, L. A., YOUNG, V. B., TOEWS, G. B., CURTIS, J. L., SUNDARAM, B., 
MARTINEZ, F. J. & HUFFNAGLE, G. B. 2011. Analysis of the Lung Microbiome in the 
"Healthy" Smoker and in COPD. PLoS ONE, 6. 
 
FERRARI, R., TANNI, S. E., CARAM, L. M., CORREA, C., CORREA, C. R. & GODOY, I. 2013. 
Three‐year follow‐up of Interleukin 6 and C‐reactive protein in chronic obstructive 
pulmonary disease. Respiratory Research, 14, 24. 
 
FORREST, I. A., MURPHY, D. M., WARD, C., JONES, D., JOHNSON, G. E., ARCHER, L., 
GOULD, F. K., CAWSTON, T. E., LORDAN, J. L. & CORRIS, P. A. 2005. Primary airway 
epithelial cell culture from lung transplant recipients. European Respiratory Journal, 
26, 1080‐1085. 
 
 
 
 215 
FUKE, S., BETSUYAKU, T., NASUHARA, Y., MORIKAWA, T., KATOH, H. & NISHIMURA, M. 
2004. Chemokines in Bronchiolar Epithelium in the Development of Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease. American Journal of Respiratory Cell and Molecular 
Biology, 31, 405‐412. 
 
GAN, W. Q., MAN, S. F., SENTHILSELVAN, A. & SIN, D. D. 2004. Association between 
chronic obstructive pulmonary disease and systemic inflammation: a systematic review 
and a meta‐analysis. Thorax, 59, 574‐580. 
 
GAY, N. J., SYMMONS, M. F., GANGLOFF, M. & BRYANT, C. E. 2014. Assembly and 
localization of Toll‐like receptor signalling complexes. Nature Reviews Immunology, 14, 
546. 
 
GLOBAL INITIATIVE FOR CHRONIC OBSTRUCTIVE LUNG DISEASE (GOLD) 2010. Global 
Strategy For The Diagnosis, Management, And Prevention Of Chronic Obstructive 
Pulmonary Disease. 
 
GREENE, C. M., CARROLL, T. P., SMITH, S. G., TAGGART, C. C., DEVANEY, J., GRIFFIN, S., 
O'NEILL, S. J. & MCELVANEY, N. G. 2005. TLR‐Induced Inflammation in Cystic Fibrosis 
and Non‐Cystic Fibrosis Airway Epithelial Cells. The Journal of Immunology, 174, 1638‐
1646. 
 
GREENE, C. M. & MCELVANEY, N. G. 2005. Toll‐like receptor expression and function in 
airway epithelial cells. Arch Immunol Ther Exp, 53, 418‐427. 
 
GUILLOT, L., MEDJANE, S., LE‐BARILLEC, K., BALLOY, V., DANEL, C., CHIGNARD, M. & SI‐
TAHAR, M. 2004. Response of Human Pulmonary Epithelial Cells to Lipopolysaccharide 
Involves Toll‐like Receptor 4 (TLR4)‐dependent Signaling Pathways. The Journal of 
Biological Chemistry, 279, 2712‐2718. 
 
HAN, M. K., AGUSTI, A., CALVERLEY, P. M., CELLI, B. R., CRINER, G., CURTIS, J. L., 
FABBRI, L. M., GOLDIN, J. G., JONES, P. W., MACNEE, W., MAKE, B. J., RABE, K. F., 
RENNARD, S. I., SCIURBA, F. C., SILVERMAN, E. K., VESTBO, J., WASHKO, G. R., 
WOUTERS, E. F. M. & MARTINEZ, F. J. 2010. Chronic Obstructive Pulmonary Disease 
Phenotypes: The Future of COPD. American Journal of Respiratory and Critical Care 
Medicine, 182, 598‐604. 
 
HARRINGTON, H., CATO, P., SALAZAR, F., WILKINSON, M., KNOX, A., HAYCOCK, J. W., 
ROSE, F., AYLOTT, J. W. & GHAEMMAGHAMI, A. M. 2014. Immunocompetent 3D 
Model of Human Upper Airway for Disease Modeling and In Vitro Drug Evaluation. 
Molecular Pharmaceutics, 11, 2082‐2091. 
 
HARVEY, B.‐G., HEGUY, A., LEOPOLD, P. L., CAROLAN, B. J., FERRIS, B. & CRYSTAL, R. G. 
2007. Modification of gene expression of the small airway epithelium in response to 
cigarette smoking. Journal of Molecular Medicine, 85, 39‐53. 
 
 216 
HASLAM, P. L. & BAUGHMAN, R. P. 1999. Report of ERS Task Force: guidelines of 
measurement of acellular components and standardization of BAL. European 
Respiratory Journal, 14, 245‐248. 
 
HEIJINK, I., VAN OOSTERHOUT, A., KLIPHUIS, N., JONKER, M., HOFFMAN, R., TELENGA, 
E., KLOOSTER, K., SLEBOS, D.‐J., TEN HACKEN, N., POSTMA, D. & VAN DEN BERGE, M. 
2014. Oxidant‐induced corticosteroid unresponsiveness in human bronchial epithelial 
cells. Thorax, 69, 5‐13. 
 
HELLERMANN, G. R., NAGY, S. B., KONG, X., LOCKEY, R. F. & MOHAPATRA, S. S. 2002. 
Mechanism of cigarette smoke condensate‐induced acute inflammatory response in 
human bronchial epithelial cells. Respiratory Research, 3, 22. 
 
HENG, S. C., NATION, R. L., LEVVEY, B., SNELL, G. I., SLAVIN, M. A. & KONG, D. C. M. 
2013. Quantification of voriconazole in human bronchoalveolar lavage fluid using high‐
performance liquid chromatography with fluorescence detection. Journal of 
Chromatograhy B, 913‐914, 171‐175. 
 
HERTZ, C. J., WU, Q., PORTER, E. M., ZHANG, Y. J., WEISMULLER, K.‐H., GODOWSKI, P. 
J., GANZ, T., RANDELL, S. H. & MODLIN, R. L. 2003. Activation of Toll‐Like Receptor 2 on 
Human Tracheobronchial Epithelial Cells Induces the Antimicrobial Peptide Human 
Beta Defensin‐2. The Journal of Immunology, 171, 6820‐6826. 
 
HILL, A. T., CAMPBELL, E. J., HILL, S. L., BAYLEY, D. & STOCKLEY, R. A. 2000. Association 
between Airway Bacterial Load and Markers of Airway Inflammation in Patients with 
Stable Chronic Bronchitis. American Journal of Medicine, 109, 288‐295. 
 
HILTY, M., BURKE, C., PEDRO, H., CARDENAS, P., BUSH, A., BOSSLEY, C., DAVIES, J., 
ERVINE, A., POULTER, L., PACHTER, L., MOFFATT, M. F. & COOKSON, W. O. C. 2010. 
Disordered Microbial Communities in Asthmatic Airways. PLoS ONE, 5, e8578. 
 
HODGE, S., HODGE, G., AHERN, J., JERSMANN, H., HOLMES, M. & REYNOLDS, P. N. 
2007. Smoking Alters Alveolar Macrophage Recognition and Phagocytic Ability. 
Implications in Chronic Obstructive Pulmonary Disease. American Journal of 
Respiratory Cell and Molecular Biology, 37, 748‐755. 
 
HOFFMANN, E., DITTRICH‐BREIHOLZ, O., HOLTMANN, H. & KRACHT, M. 2002. Multiple 
control of interleukin‐8 gene expression. Journal of Leukocyte Biology, 72, 847‐855. 
 
HOGG, J. C., FANNY, C., UTOKAPARCH, S., WOODS, R., ELLIOTT, W. M., BUZATU, L., 
CHERNIACK, R. M., ROGERS, R. M., SCIURBA, F. C., COXSON, H. O. & PARE, P. D. 2004. 
The Nature of Small‐Airway Obstruction in Chronic Obstructive Pulmonary Disease. The 
New England Journal of Medicine, 350, 2645‐2653. 
 
HOGG, J. C., MACKLEM, P. T. & THURLBECK, W. M. 1968. Site and Nature of Airway 
Obstruction in Chronic Obstructive Lung Disease. The New England Journal of 
Medicine, 278, 1355‐1360. 
 217 
HOGG, J. C., MCDONOUGH, J. E., GOSSELINK, J. V. & HAYASHI, S. 2009. What Drives the 
Peripheral Lung‐Remodeling Process in Chronic Obstructive Pulmonary Disease? 
Proceedings of the American Thoracic Society, 6, 668‐672. 
 
HUDY, M. H., TRAVES, S. L., WIEHLER, S. & PROUD, D. 2010. Cigarette smoke 
modulates rhinovirus‐induced airway epithelial cell chemokine production. European 
Respiratory Journal, 35, 1256‐1263. 
 
HURST, J. R. 2010. Upper airway. 3: Sinonasal involvement in chronic obstructive 
pulmonary disease. Thorax, 65, 85‐90. 
 
HURST, J. R., WILKINSON, T. M. A., PERERA, W. R., DONALDSON, G. C. & WEDZICHA, J. 
A. 2005. Relationships Among Bacteria, Upper Airway, Lower Airway, and Systemic 
Inflammation in COPD. Chest, 127, 1219‐1226. 
 
ISAJEVS, S., TAIVANS, I., SVIRINA, D., STRAZDA, G. & KOPEIKA, U. 2011. Patterns of 
Inflammatory Responses in Large and Small Airways in Smokers with and without 
Chronic Obstructive Pulmonary Disease. Respiration, 81, 362‐371. 
 
ISHIZAKA, A., WATANABE, M., YAMASHITA, T., OGAWA, Y., KOH, H., HASEGAWA, N., 
NAKAMURA, H., ASANO, K., YAMAGUCHI, K., KOTANI, M., KOTANI, T., MORISAKI, H., 
TAKEDA, J., KOBAYASHI, K. & OGAWA, S. 2001. New bronchoscopic microsample probe 
to measure to biochemical constituents in epithelial lining fluid of patients with acute 
respiratory distress syndrome. Critical Care Medicine, 29, 896‐898. 
 
ITO, K., ITO, M., ELLIOT, W. M., COSIO, B., CARAMORI, G., KON, O. M., BARCZYK, A., 
HAYASHI, S., ADCOCK, I. M., HOGG, J. C. & BARNES, P. J. 2005. Decreased Histone 
Deacetylase Activity in Chronic Obstructive Pulmonary Disease. The New England 
Journal of Medicine, 352, 19. 
 
ITO, K., LIM, S., CARAMORI, K., CHUNG, K. F., BARNES, P. J. & ADCOCK, I. M. 2001. 
Cigarette smoking reduces histone deacetylase 2 expression, enhances cytokine 
expression, and inhibits glucocorticoid actions in alveolar macrophages. FASEB, 15, 
1110‐1112. 
 
JEFFREY, P. K. & LI, D. 1997. Airway mucosa: secretory cells, mucus and mucin genes. 
European Respiratory Journal, 10, 1655‐1662. 
 
JIA, H. P., KLINE, J. N., PENISTEN, A., APICELLA, M. A., GIOANNINI, T. L., WEISS, J. &  
MCCRAY, P. B. 2004. Endotoxin responsiveness of human airway epithelia is limited by 
low expression of MD‐2. American Journal of Physiology ‐ Lung Cellular and Molecular 
Physiology, 287, L428‐L437. 
 
JULIOUS, S. A. 2005. Sample size of 12 per group rule of thumb for a pilot study. 
Pharmaceutical Statistics, 4, 287‐291. 
 
 
 218 
KARP, P. H., MONINGER, T. O., WEBER, S. P., NESSELHAUF, T. S., LAUNSPACH, J. L., 
ZABNER, J. & WELSH, M. J. 2002. An In Vitro Model of Differentiated Human Airway 
Epithelia. In "Methods in Molecular Biology: Epithelial Cell Culture Protocols". Humana 
Press Inc. 
 
KEATINGS, V. M., COLLINS, P. D., SCOTT, D. M. & BARNES, P. J. 1996. Differences in 
Interleukin‐8 and Tumour Necrosis Factor‐α in Induced Sputum from Patients with 
Chronic Obstructive Pulmonary Disease or Asthma. American Journal of Respiratory 
and Critical Care Medicine, , 530‐534. 
 
KING, P. 2012. Haemophilus influenzae and the lung (Haemophilus and the lung). 
Clinical and Translational Medicine, 1, 10. 
 
KNIGHT, D. A. & HOLGATE, S. T. 2003. The airway epithelium: Structural and functional 
properties in health and disease. Respirology, 8, 432‐446. 
 
KODE, A., YANG, S.‐R. & RAHMAN, I. 2006. Differential effects of cigarette smoke on 
oxidative stress and proinflammatory cytokine release in primary human airway 
epithelial cells and in a variety of transformed alveolar epithelial cells. Respiratory 
Research, 7, 132. 
 
KOFF, J. L., SHAO, M. X. G., UEKI, I. F. & NADEL, J. A. 2008. Multiple TLRs activate EGFR 
via a signaling cascade to produce innate immune responses in airway epithelium. 
American Journal of Physiology ‐ Lung Cellular and Molecular Physiology, 294, L1068‐
L1075. 
 
KORN, S. H., JERRE, A. & BRATTSAND, R. 2001. Effects of formoterol and budesonide on 
GM‐CSF and IL‐8 secretion by triggered human bronchial epithelial cells. European 
Respiratory Journal, 17, 1070‐1077. 
 
KORPI‐STEINER, N. L., VALKENAAR, S. M., BATES, M. E., EVANS, M. D., GERN, J. E. & 
BERTICS, P. J. 2010. Human monocytic cells direct the robust release of CXCL10 by 
bronchial epithelial cells during rhinovirus infection. Clinical and Experimental Allergy, 
40, 1203‐1213. 
 
KOZICH, J. L., WESTCOTT, S. L., BAXTER, N. T., HIGHLANDER, S. K. & SCHLOSS, P. D. 
2013. Development of a Dual‐Index Sequencing Strategy and Curation Pipeline for 
Analyzing Amplicon Sequence Data on the MiSeq Illumina Sequencing Platform. 
Applied and Environmental Microbiology, 79, 5112‐5120. 
 
KRIMMER, D. I. & OLIVER, B. G. G. 2011. What can in vitro models of COPD tell us? 
Pulmonary Pharmacology and Therapeutics, 24, 471‐477. 
 
KULKARNI, R., RAMPERSAUD, R., AGUILAR, J. L., RANDIS, T. M., KREINDLER, J. L. & 
RATNER, A. J. 2010. Cigarette Smoke Inhibits Airway Epithelial Cell Innate Immune 
Responses to Bacteria. Infection and Immunity, 78, 2146‐2152. 
 219 
KUSCHNER, W. G., D'ALESSANDRO, A., WONG, H. & BLANC, P. D. 1996. Dose‐
dependent cigarette smoking‐related inflammatory responses in healthy adults. 9, 
1989‐1994. 
 
KWON, O. J., AU, B. T., COLLINS, P. D., BARANIUK, J. N., ADCOCK, I. M., CHUNG, K. F. & 
BARNES, P. J. 1994. Inhibition of interleukin‐8 expression by dexamethasone in human 
cultured airway epithelial cells. Immunology, 81, 389‐394. 
 
LA ROCCA, G., ANZALONE, R., MAGNO, F., FARINA, F., CAPPELLO, F. & ZUMMO, G. 
2007. Cigarette smoke exposure inhibits extracellular MMP‐2 (gelatinase A) activity in 
human lung fibroblasts. Respiratory Research, 8, 23. 
 
LAAN, M., BOZINOVSKI, S. & ANDERSON, G. P. 2004. Cigarette Smoke Inhibits 
Lipopolysaccharide‐Induced Production of Inflammatory Cytokines by Suppressing the 
Activation of Activator Protein‐1 in Bronchial Epithelial Cells. The Journal of 
Immunology, 173, 4164‐4170. 
 
LEACH, C. L., DAVIDSON, P. J., HASSELQUIST, B. E. & BOUDREAU, R. J. 2002. Lung 
Deposition of Hydrofluoroalkane‐134a Beclomethasone Is Greater Than That of 
Chlorofluorocarbon Fluticasone and Chlorofluorocarbon Beclomethasone.  A Cross‐
over Study in Healthy Volunteers. Chest, 122, 510‐516. 
 
LIN, C.‐F., TSAI, C.‐H., CHENG, C.‐H., CHEN, Y.‐S., TOURNIER, F. & YEH, T.‐H. 2007. 
Expression of Toll‐like receptors in cultured nasal epithelial cells. Acta Oto‐
Laryngologica, 127, 395‐402. 
 
LIU, Y., GAO, W. & ZHANG, D. 2010. Effects of cigarette smoke extract on A549 cells 
and human lung fibroblasts treated with transforming growth factor‐β1 in a coculture 
system. Clinical and Experimental Medicine, 10, 159‐167. 
 
LOFDAHL, J. M., CEDERLUND, K., NATHELL, L., EKLUND, A. & SKOLD, C. M. 2005. 
Bronchoalveolar lavage in COPD: fluid recovery correlates with the degree of 
emphysema. European Respiratory Journal, 25, 275‐281. 
 
MACKAY, L. S., DODD, S., DOUGALL, I. G., TOMLINSON, W., LORDAN, J., FISHER, A. J. & 
CORRIS, P. A. 2013. Isolation and characterisation of human pulmonary microvascular 
endothelial cells from patients with severe emphysema. Respiratory Research, 14, 23. 
 
MACREDMOND, R. E., GREENE, C. M., DORSCHEID, D. R., MCELVANEY, N. G. & O'NEILL, 
S. J. 2007. Epithelial expression of TLR4 is modulated in COPD and by steroids, 
salmeterol and cigarette smoke. Respiratory Research, 8, 84. 
 
MANS, J. J., VON LACKUM, K., DORSEY, C., WILLIS, S., WALLET, S. M., BAKER, H. V., 
LAMONT, R. J. & HANDFIELD, M. 2009. The degree of microbiome complexity 
influences the epithelial response to infection. BMC Genomics, 10, 380. 
 
 220 
MARTINEZ, F. J., ERB‐DOWNWARD, J. R. & HUFFNAGLE, G. B. 2013. Significance of the 
Microbiome in Chronic Obstructive Pulmonary Disease. Annals of the American 
Thoracic Society, 10, S170‐S179. 
 
MAYER, A. K., BARTZ, H., FEY, F., SCHMIDT, L. M. & DALPKE, A. H. 2008. Airway 
epithelial cells modify immune responses by inducing an anti‐inflammatory 
microenvironment. European Journal of Immunology, 38, 1689‐1699. 
 
MAYER, A. K., MUEHMER, M., MAGES, J., GUEINZIUS, K., HESS, C., HEEG, K., BALS, R., 
LANG, R. L. & DALPKE, A. H. 2007. Differential Recognition of TLR‐Dependent Microbial 
Ligands in Human Bronchial Epithelial Cells. The Journal of Immunology, 178, 3134‐
3142. 
 
MCDOUGALL, C. M., BLAYLOCK, M. G., DOUGLAS, J. G., BROOKER, R. J., HELMS, P. & 
WALSH, G. M. 2008. Nasal Epithelial Cells as Surrogates for Bronchial Epithelial Cells in 
Airway Inflammation Studies. The American Journal of Respiratory Cell and Molecular 
Biology, 39, 560‐568. 
 
MEDZHITOV, R. 2001. Toll‐like receptors and innate immunity. Nature Reviews 
Immunology, 1, 135‐145. 
 
MIO, T., ROMBERGER, D. J., THOMPSON, A. B., ROBBINS, R. A., HEIRES, A. & RENNARD, 
S. I. 1997. Cigarette Smoke Induces Interleukin‐8 Release from Human Brochial 
Epithelial Cells. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 155, 1770‐
1776. 
 
MONSO, E., RUIZ, J., ROSELL, A., MANTEROLA, J., FIZ, J., MORERA, J. & AUSINA, V. 
1995. Bacterial infection in chronic obstructive pulmonary disease.  A study of stable 
and exacerbated outpatients using the protected specimen brush. American Journal of 
Respiratory and Critical Care Medicine, 152, 1316‐1320. 
 
MOODIE, F. M., MARWICK, J. A., ANDERSON, C. S., SZULAKOWSKI, P., BISWAS, S. K., 
BAUTER, M. R., KILTY, I. & RAHMAN, I. 2004. Oxidative stress and cigarette smoke alter 
chromatin remodeling but differentially regulate NF‐kB activation and 
proinflammatory cytokine release in alveolar epithelial cells. The FASEB Journal, 18, 
1897‐1899. 
 
MORETTO, N., FACCHINETTI, F., SOUTHWORTH, T., CIVELLI, M., SINGH, D. & 
PATACCHINI, R. 2009. α, β‐Unsaturated aldehydes contained in cigarette smoke elicit 
IL‐8 release in pulmonary cells through mitogen‐activated protein kinases. The 
American Journal of Physiology ‐ Lung Cellular and Molecular Physiology, 296, L839‐
L848. 
 
MORTAZ, E., HENRICKS, P. A., KRANEVELD, A. D., GIVI, M. E., GARSSEN, J. & FOLKERTS, 
G. 2011. Cigarette smoke induces the release of CXCL‐8 from human bronchial 
epithelial cells via TLRs and induction of the inflammasome. Biochimica et Biophysica 
Acta, 1812, 1104. 
 221 
NADIGEL, J., AUDUSSEAU, S., BAGLOLE, C. J., EIDELMAN, D. H. & HAMID, Q. 2013. IL‐8 
production in response to cigarette smoke is decreased in epithelial cells from COPD 
patients. Pulmonary Pharmacology and Therapeutics, 26, 596‐602. 
 
NAKAJIMA, M., KAWANAMI, O., JIN, E., GHAZIZADEH, M., HONDA, M., ASANO, G., 
HORIBA, K. & FERRANS, V. J. 1998. Immunohistochemical and ultrastructural studies of 
basal cells, Clara cells and bronchiolar cuboidal cells in normal human airways. 
Pathology International, 48, 944‐953. 
 
NATARAJAN, S., KIM, J. & REMICK, D. G. 2010. Chronic Pulmonary LPS Tolerance 
Induces Selective Immunosuppression While Maintaining The Neutrophilic Response. 
Shock, 33, 162‐169. 
 
NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CLINICAL EXCELLENCE (NICE) 2010. Chronic 
obstructive pulmonary disease.  Management of chronic obstructive pulmonary 
disease in adults in primary and secondary care (partial update).  CG101.  
http://www.nice.org.uk/guidance/cg101. 
 
NING, W., DONG, Y., SUN, J., LI, C., MATTHAY, M. A., FEGHALI‐BOSTWICK, C. A. & CHOI, 
A. M. K. 2007. Cigarette Smoke Stimulates Matrix Metalloproteinase‐2 Activity via EGR‐
1 in Human Lung Fibroblasts. American Journal of Respiratory Cell and Molecular 
Biology, 36, 480‐490. 
 
PACE, E., FERRARO, M., SIENA, L., MELIS, M., MONTALBANO, A. M., JOHNSON, M., 
BONSIGNORE, M. R., BONSIGNORE, G. & GJOMARKAJ, G. 2008. Cigarette smoke 
increases Toll‐like receptor 4 and modifies lipopolysaccharide‐mediated responses in 
airway epithelial cells. Immunology, 124, 401‐411. 
 
PAPI, A., BELLETTATO, C. M., BRACCIONI, F., ROGMAGNOLI, M., CASOLARI, P., 
CARAMORI, G., FABBRI, L. M. & JOHNSTON, S. L. 2006. Infection and Airway 
Inflammation in Chronic Obstrucitve Pulmonary Disease Severe Exacerbations. 
American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 173, 1114‐1121. 
 
PARKER, D. & PRINCE, A. 2011. Innate Immunity in the Respiratory Epithelium. The 
American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, 45, 189‐201. 
 
PARR, D. G., WHITE, A. J., BAYLEY, D. L., GUEST, P. J. & STOCKLEY, R. A. 2006. 
Inflammation in sputum relates to progression of disease in subjects with COPD: a 
prospective descriptive study. Respiratory Research, 7, 136. 
 
PATEL, I. S., SEEMUNGAL, T. A. R., WILKS, M., LLOYD‐OWEN, S. J., DONALDSON, G. C. & 
WEDZICHA, J. A. 2002. Relationship between bacterial colonisation and the frequency, 
character, and severity of COPD exacerbations. Thorax, 57, 759‐764. 
 
PAUL‐CLARK, M. J., SORRENTINO, R., BAILEY, L. K., SRISKANDAN, S. & MITCHELL, J. A. 
2008. Gram‐Positive and Gram‐Negative Bacteria Synergize with Oxidants to Release 
CXCL8 from Innate Immune Cells. Molecular Medicine, 14, 238‐246. 
 222 
PEZZULO, A. A., STARNER, T. D., SCHEETZ, T. E., TRAVER, G. L., TILLEY, A. E., HARVEY, B.‐
G., CRYSTAL, R. G., MCCRAY, P. B. & ZABNER, J. 2011. The air‐liquid interface and use of 
primary cell cultures are important to recapitulate the transcriptional profile of in vivo 
airway epithelia. The American Journal of Physiology ‐ Lung Cellular and Molecular 
Physiology, 300, L25‐L31. 
 
PHAN, S. H. 2008. Biology of Fibroblasts and Myofibroblasts. Proceedings of the 
American Thoracic Society, 5, 334‐337. 
 
PLYMOTH, A., LOFDAHL, C.‐G., EKBERG‐JANSSON, A., DAHLBACK, M., LINDBERG, H., 
FEHNIGER, T. E. & MARKO‐VARGA, G. 2003. Human bronchoalveolar lavage: Biofluid 
analysis with special emphasis on sample preparation. Proteomics, 3, 962‐972. 
 
POSTMA, D. S., ROCHE, N., COLICE, G., ISRAEL, E., MARTIN, R. J., VAN AALDEREN, W. 
M., GRIGG, J., BURDEN, A., HILLYER, E. V., VON ZIEGENWEIDT, J., GOPALAN, G. & 
PRICE, D. 2015. Comparing the effectiveness of small‐particle versus large‐particle 
inhaled corticosteroid in COPD. International Journal of COPD, 9, 1163‐1186. 
 
PRAGMAN, A. A., KIM, H. B., REILLY, C. S., WENDT, C. & ISAACSON, R. E. 2012. The Lung 
Microbiome in Moderate and Severe Chronic Obstructive Pulmonary Disease. PLoS 
ONE, 7. 
 
PROFITA, M., CHIAPPARA, G., MIRABELLA, F., DI GIORGI, R., CHIMENTI, L., COSTANZO, 
G., RICCOBONO, L., BELLIA, V., BOUSQUET, J. & VIGNOLA, A. M. 2003. Effect of 
cilomilast (Ariflo) on TNF‐α, IL‐8, and GM‐CSF release by airway epithelial cells of 
patients with COPD. Thorax, 58, 573‐579. 
 
PRYOR, W. A., PRIER, D. G. & CHURCH, D. F. 1983. Electron‐Spin Resonance Study of 
Mainstream and Sidestream Cigarette Smoke: Nature of the Free Radicals in Gas‐Phase 
Smoke and in Cigarette Tar. Environmental Health Perspectives, 47, 345‐355. 
 
PUCHELLE, E., ZAHM, J.‐M., TOURNIER, J.‐M. & CORAUX, C. 2006. Airway Epithelial 
Repair, Regeneration, and Remodelling after Injury in Chronic Obstructive Pulmonary 
Disease. Proceedings of the American Thoracic Society, 3, 726‐733. 
 
RATE, A., BOSCO, A., MCKENNA, K. L., HOLT, P. G. & UPHAM, J. W. 2012. Airway 
Epithelial Cells Condition Dendritic Cells to Express Multiple Immune Surveillance 
Genes. PLoS ONE, 7, e44941. 
 
REGUEIRO, V., CAMPOS, M. A., MOREY, P., SAULEDA, J., AGUSTI, A. G. N., GARMENDIA, 
J. & BENGOECHEA, J. A. 2009. Lipopolysaccharide‐binding protein and CD14 are 
increased in the bronchoalveolar lavage fluid of smokers. European Respiratory 
Journal, 33, 273‐281. 
 
RENNARD, S. I. 2004. Cigarette Smoke in Research. The American Journal of 
Respiratory Cell and Molecular Biology, 31, 479‐480. 
 
 223 
RICHTER, A., O'DONNELL, R. A., POWELL, R. M., SANDERS, M. W., HOLGATE, S. T., 
DJUKANOVIC, R. & DAVIES, D. E. 2002. Autocrine ligands for the Epidermal Growth 
Factor Receptor Mediate Interleukin‐8 release from Bronchial Epithelial Cells in 
Response to Cigarette Smoke. American Journal of Respiratory Cell and Molecular 
Biology, 27, 85‐90. 
 
RIISE, G. C., AHLSTEDT, S., LARSSON, S., ENANDER, I., JONES, I., LARSSON, P. & 
ANDERSSON, B. 1995. Bronchial inflammation in chronic bronchitis assessed by 
measurement of cell products in bronchial lavage fluid. Thorax, 50, 360‐365. 
 
RITTER, M., MENNERICH, D., WEITH, A. & SEITHER, P. 2005. Characterisation of Toll‐like 
receptors in primary lung epithelial cells: strong impact of the TLR3 ligand poly(I:C) on 
the regulation of Toll‐like receptors, adaptor proteins and inflammatory response. 
Journal of Inflammation, 2, 16. 
 
ROBERTS, N. J., LLOYD‐OWEN, S. J., RAPADO, F., PATEL, I. S., WILKINSON, T. M. A., 
DONALDSON, G. C. & WEDZICHA, J. A. 2003. Relationship between chronic nasal and 
respiratory symptoms in patients with COPD. Respiratory Medicine, 97, 909‐914. 
 
ROGERS, G. B., DANIELS, T. W. V., TUCK, A., CARROLL, M. P., CONNETT, G. J., DAVID, G. 
J. P. & BRUCE, K. D. 2009. Studying bacteria in respiratory specimens by using 
conventional and molecular microbiological approaches. BMC Pulmonary Medicine, 9, 
14. 
 
ROGERS, G. B., SHAW, D., MARSH, R. L., CARROLL, M. P., SERISIER, D. J. & BRUCE, K. 
2015. Respiratory microbiota: addressing clinical questions, informing clinical practice. 
Thorax, 70, 74‐81. 
 
ROTHEN‐RUTISHAUSER, B. M., KIAMA, S. G. & GEHR, P. 2005. A Three‐Dimensional 
Cellular Model of the Human Respiratory Tract to Study the Interaction with Particles. 
American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, 32, 281‐289. 
 
RUPPEL, G. L. 2012. What Is the Clinical Value of Lung Volumes? Respiratory Care, 57, 
26‐35. 
 
RUSZNAK, C., MILLS, P. R., DEVALIA, J. L., SAPSFORD, R. J., DAVIES, R. J. & LOZEWICZ, S. 
2000. Effect of Cigarette Smoke on the Permeability and IL‐1Beta and sICAM‐1 Release 
from Cultured Human Bronchial Epithelial Cells of Never‐Smokers, Smokers, and 
Patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease. American Journal of Respiratory 
Cell and Molecular Biology, 23, 530‐536. 
 
RUTGERS, S. R., TIMENS, W., KAUFMANN, H. F., VAN DER MARK, T. W., KOETER, G. H. 
& POSTMA, D. S. 2000. Comparison of induced sputum with bronchial wash, 
bronchoalveolar lavage and bronchial biopsies in COPD. European Respiratory Journal, 
15, 109‐115. 
 
SABROE, I., WHYTE, M. K. B., WILSON, A. G., DOWER, S. K., HUBBARD, R. & HALL, I. 
2004. Toll‐like receptor (TLR) 4 polymorphisms and COPD. Thorax, 59, 81. 
 224 
SAJJAN, U., JIA, Y., NEWCOMB, D. C., BENTLEY, J. K., LUKACS, N. W., LIPUMA, J. J. & 
HERSHENSON, M. B. 2006. H. influenzae potentiates airway epithelial cell responses to 
rhinovirus by increasing ICAM‐1 and TLR3 expression. The FASEB Journal, 20, E1419‐
E1429. 
 
SALTER, S. J., COX, M. J., TUREK, E. M., CALUS, S. T., COOKSON, W. O., MOFFATT, M. F., 
TURNER, P., PARKHILL, J., LOMAN, N. J. & WALKER, A. W. 2014. Reagent and laboratory 
contamination can critically impact sequence‐based microbiome analyses. BMC 
Biology, 12. 
 
SAPEY, E. & STOCKLEY, R. A. 2006. COPD exacerbations ‐ 2: Aetiology. Thorax, 61, 250‐
258. 
 
SCHULZ, C., KRATZEL, K., WOLF, K., SCHROLL, S., KOHLER, M. & PFEIFER, M. 2004. 
Activation of Bronchial Epithelial Cells in Smokers Without Airway Obstruction and 
Patients with COPD. Chest, 125, 1706‐1713. 
 
SCHULZ, C., WOLF, K., HARTH, M., KRATZEL, K., KUNZ‐SCHUGHART, L. & PFEIFER, M. 
2003. Expression and Release of Interleukin‐8 by Human Bronchial Epithelial Cells from 
Patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease, Smokers and Never‐Smokers. 
Respiration, 70, 254‐261. 
 
SEEMUNGAL, T. A. R., DONALDSON, G. C., PAUL, E. A., BESTALL, J. C., JEFFRIES, D. J. & 
WEDZICHA, J. A. 1998. Effect of Exacerbation on Quality of Life in Patients with Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease. American Journal of Respiratory and Critical Care 
Medicine, 157, 1418‐1422. 
 
SETHI, S., MALONEY, J., GROVE, L., WRONA, C. & BERENSON, C. S. 2006. Airway 
Inflammation and Bronchial Bacterial Colonization in Chronic Obstructive Pulmonary 
Disease. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 173, 991‐998. 
 
SETHI, S. & MURPHY, T. M. 2001. Bacterial Infection in Chronic Obstructive Pulmonary 
Disease in 2000: a State‐of‐the‐Art Review. Clinical Microbiology Reviews, 14, 336‐363. 
 
SETHI, S., WRONA, C., ESCHBERGER, K., LOBBINS, P., CAI, X. & MURPHY, T. 2008. 
Inflammatory Profile of New Bacterial Strain Exacerbations of Chronic Obstructive 
Pulmonary Disease. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 177,  
491‐497. 
 
SHA, Q., TRUONG‐TRAN, A. Q., PLITT, J., ., BECK, L. A. & SCHLEIMER, R. P. 2004. 
Activation of Airway Epithelial Cells by Toll‐Like Receptor Agonists. American Journal of 
Respiratory Cell and Molecular Biology, 31, 358‐364. 
 
SHAPIRO, S. D. 2004. Smoke Gets in Your Cells. The American Journal of Respiratory 
Cell and Molecular Biology, 31, 481‐482. 
 
 225 
SHAYKHIEV, R., BEHR, J. & BALS, R. 2008. Microbial Patterns Signaling via Toll‐Like 
Receptors 2 and 5 Contribute to Epithelial Repair, Growth and Survival. PLoS ONE, 3, 
e1393. 
 
SHIMAZU, R., AKASHI, S., OGATA, H., NAGAI, Y., FUKUDOME, K., MIYAKE, K. & KIMOTO, 
M. 1999. MD‐2, a Molecule that Confers Lipopolysaccharide Responsiveness on Toll‐
like Receptor 4. The Journal of Experimental Medicine, 189, 1777‐1782. 
 
SHUTO, A., IMASATO, A., JONO, H., SAKAI, A., XU, H., WATANABE, T., RIXTER, D. D., KAI, 
H., ANDALIB, A., LINTHICUM, F., GUAN, Y.‐L., HAN, J., CATO, A. C. B., LIM, D. J., AKIRA, 
S. & LI, J.‐D. 2002. Glucocorticoids Synergistically Enhance Nontypeable Haemophilus 
influenzae‐induced Toll‐like Receptor 2 Expression via a Negative Cross‐talk with p38 
MAP Kinase. The Journal of Biological Chemistry, 277, 17263‐17270. 
 
SHUTO, T., XU, H., WANG, B., HAN, J., KAI, H., GU, X.‐X., MURPHY, T. F., LIM, D. L. & LI, 
J.‐D. 2001. Activation of NF‐κB by nontypeable Haemophilus influenzae is mediated by 
toll‐like receptor 2‐TAK1‐dependent NIK‐IKKα/β‐IκBα and MKK3/6‐p38 MAP kinase 
signalling pathways in epithelial cells. Proceeding of the National Academy of Sciences, 
98, 8774‐8779. 
 
SINGH, G. & KATYAL, S. L. 1997. Clara Cells and Clara Cell 10kD Protein (CC10). 
American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, 17, 141‐143. 
 
SINGH, R., MACKAY, A. J., PATEL, A. R., GARCHA, D. S., KOWLESSAR, B. S., BRILL, S. E.,  
DONNELLY, L. E., BARNES, P. J., DONALDSON, G. C. & WEDZICHA, J. A. 2014. 
Inflammatory thresholds and the species‐specific effects of colonising bacteria in 
stable chronic obstructive pulmonary disease. Respiratory Research, 15. 
 
SMITH, L. A., PASZKIEWICZ, G. M., HUTSON, A. D. & PAULY, J. L. 2010. Inflammatory 
response of lung macrophages and epithelial cells to tobacco smoke: a literature 
review of ex vivo investigations. Immunology Research, 46, 94‐126. 
 
SNYDER, J. C., REYNOLDS, S. D., HOLLINGSWORTH, J. W., LI, Z., KAMINSKI, N. & STRIPP, 
B. R. 2010. Clara Cells Attenuate the Inflammatory Response through Regulation of 
Macrophage Behavior. American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, 42, 
161‐171. 
 
SOLER‐CATALUNA, J. J., MARTINEZ‐GARCIA, M. A., ROMAN SANCHEZ, P., SALCEDO, E., 
NAVARRO, M. & OCHANDO, R. 2005. Severe acute exacerbations and mortality in 
patients with chronic obstructive pulmonary disease. Thorax, 60, 925‐931. 
 
SOLER, N., EWIG, S., TORRES, A., FILELLA, X., GONZALEZ, J. & ZAUBET, A. 1999. Airway 
inflammation and bronchial microbial patterns in patients with stable chronic 
obstructive pulmonary disease. European Respiratory Journal, 14, 1015‐1022. 
 
SOPORI, M. 2002. Effects of cigarette smoke on the immune system. Nature Reviews 
Immunology, 2, 372‐377. 
 226 
SPELETAS, M., MERENTITI, V., KOSTIKAS, K., LIADAKI, K., MINAS, M., GOURGOULIANIS, 
K. & GERMENIS, A. E. 2009. Association of TLR‐T399I Polymorphism with Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease in Smokers. Clinical and Developmental Immunology, 
doi:10.1155/2009/260286. 
 
STEWART, J. I. & CRINER, G. J. 2013. The Small Airways in Chronic Obstructive 
Pulmonary Disease: Pathology and Effects on Disease Progression and Survival. Current 
Opinion in Pulmonary Medicine, 19, 109‐115. 
 
STRIETER, R. M., MILLER, E. J., KURDOWSKA, A. K., REID, P. T. & DONNELLY, S. C. 1999. 
Measurement of cytokines in bronchoalveolar lavage fluid. European Respiratory 
Review, 9, 106‐112. 
 
STUMBLES, P. A., UPHAM, J. W. & HOLT, P. G. 2003. Airway dendritic cells: Co‐
ordinators of immunological homeostatsis and immunity in the respiratory tract 
APMIS, 111, 741‐55. 
 
STURTON, G., PERSSON, C. & BARNES, P. J. 2008. Small airways: an important but 
neglected target in the treatment of obstructive airway diseases. Trends in 
Pharmacological Sciences, 29, 340‐345. 
 
SUWARA, M. I., GREEN, N. J., BORTHWICK, L. A., MANN, J., MAYER‐BARBER, K. D., 
BARRON, L., CORRIS, P. A., FARROW, S. N., WYNN, T. A., FISHER, A. J. & MANN, D. A. 
2014. IL‐1α released from damaged epithelial cells is sufficient and essential to trigger 
inflammatory responses in human lung fibroblasts. Mucosal Immunology, 7, 684. 
 
TAKANASHI, S., HASEGAWA, Y., KANEHIRA, Y., YAMAMOTO, K., FUJIMOTO, K., SATOH, 
K. & OKAMURA, K. 1999. Interleukin‐10 level in sputum is reduced in bronchial asthma, 
COPD and in smokers. European Respiratory Journal, 14, 309‐314. 
 
TAKIZAWA, H., TANAKA, M., TAKAMI, K., OHTOSHI, T., ITO, K., SATOH, M., OKADA, Y., 
YAMASAWA, F., NAKAHARA, K. & UMEDA, A. 2001. Increased Expression of 
Transforming Growth Factor‐β1 in Small Airway Epithelium from Tobacco Smokers and 
Patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD). American Journal of 
Respiratory and Critical Care Medicine, 163, 1476‐1483. 
 
TAKIZAWA, H., TANAKA, M., TAKAMI, K., OHTOSHI, T., ITO, K., SATOH, M., OKADA, Y., 
YAMASAWA, F. & UMEDA, A. 2000. Increased expression of inflammatory mediators in 
small‐airway epithelium from tobacco smokers. American Journal of Respiratory Cell 
and Molecular Biology, 278, L906‐L913. 
 
TANAKA, M., TAKIZAWA, H., SATOH, M., OKADA, Y., YAMASAWA, F. & UMEDA, A. 
1994. Assessment of an Ultrathin Bronchoscope That Allows Cytodiagnosis of Small 
Airways. Chest, 106, 1443‐1447. 
 
TENG , F., SLAVIK, V., DUFFY, K., SAN MATEO, L. & GOLDSCHMIDT, R. 2010. Toll‐like 
receptor 3 is involved in airway epithelial cell response to nontypeable Haemophilus 
influenzae. Cellular Immunology, 260, 98‐104. 
 227 
THE ROYAL COLLEGE OF PHYSICIANS AND THE BRITISH THORACIC SOCIETY 2015. COPD: 
Who cares matters.  National Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) Audit 
Programme: Clinical audit of COPD exacerbations admitted to acute units in England 
and Wales 2014.  http://www.rcplondon.ac.uk. 
 
THIELEN, A., KLUS, H. & MULLER, L. 2008. Tobacco smoke: Unraveling a controversial 
subject. Experimental and Toxicologic Pathology, 60, 141‐156. 
 
THORLEY, A. J., FORD, P. A., GIEMBYCZ, M. A., GOLDSTRAW, P., YOUNG, A. & TETLEY, T. 
D. 2007. Differential Regulation of Cytokine Release and Leukocyte Migration by 
Lipopolysaccharide‐Stimulated Primary Human Lung Alveolar Type II Epithelial Cells 
and Macrophages. The Journal of Immunology, 178, 463‐473. 
 
THORLEY, A. J. & TETLEY, T. D. 2007. Pulmonary epithelium, cigarette smoke, and 
chronic obstructive pulmonary disease. International Journal of COPD, 2, 409‐428. 
 
THORNE, D. & ADAMSON, J. 2013. A review of in vitro cigarette smoke exposure 
systems. Experimental and Toxicologic Pathology, 65, 1183‐1193. 
 
THURLBECK, W. M. 1990. Pathology of Chronic Airflow Obstruction. Chest, 97, 6S‐10S. 
 
TUMKAYA, M., ATIS, S., OZGE, C., DELIALIOGLU, N., POLAT, G. & KANIK, A. 2007. 
Relationship between airway colonization, inflammation and exacerbation frequency 
in COPD. Respiratory Medicine, 101, 729‐737. 
 
TZANI, P., CRISAFULLI, E., NICOLINI, G., AIELLO, M., CHETTA, A., CLINI, E. M. & OLIVIERI, 
D. 2011. Effects of beclomethasone/formoterol fixed combination on lung 
hyperinflation and dyspnea in COPD patients. International Journal of COPD, 6, 503‐
509. 
 
UK NATIONAL STATISTICS. Deaths by age, sex and selected underlying cause, 2008 
registrations. [Online]. Available: www.statistics.gov.uk [Accessed 2010]. 
 
VACHIER, I., VIGNOLA, A. M., CHIAPPARA, G., BRUNO, A., MEZAINE, H., GODARD, P., 
BOUSQUET, J. & CHANEZ, P. 2004. Inflammatory features of nasal mucosa in smokers 
with and without COPD. Thorax, 59, 303‐307. 
 
VAN DEN BERGE, M., TEN HACKEN, N. H. T., COHEN, J., DOUMA, W. R. & POSTMA, D. S. 
2011. Small Airway Disease in Asthma and COPD. Chest, 139, 412‐423. 
 
VON SCHEELE, I., LARSSON, K. & PALMBERG, L. 2010. Budesonide enhances Toll‐like 
receptor 2 expression in activated bronchial epithelial cells. Inhalation Toxicology, 22, 
493‐499. 
 
WALTERS, E. H. & GARDINER, P. V. 1991. Bronchoalveolar lavage as a research tool. 
Thorax, 46, 613‐618. 
 
 228 
WANG, B., CLEARY, P. P., XU, H. & LI, J.‐D. 2003. Up‐Regulation of Interluekin‐8 by 
Novel Small Cytoplasmic Molecules of Nontypeable Haemophilus influenzae via p38 
and Extracellular Signal‐Regulated Kinase Pathways. Infection and Immunity, 71, 5523‐
5530. 
 
WANG, H., LIU, X., UMINO, T., SKOLD, C. M., ZHU, Y., KOHYAMA, T., SPURZEM, J. R., 
ROMBERGER, D. J. & RENNARD, S. I. 2001. Cigarette Smoke Inhibits Human Bronchial 
Epithelial Cell Repair Processes. American Journal of Respiratory Cell and Molecular 
Biology, 25, 772‐779. 
 
WANG, J. H., DEVALIA, J. L., SAPSFORD, R. J. & DAVIES, R. J. 1997. Effect of 
corticosteroids on release of RANTES and sICAM‐1 from cultured human bronchial 
epithelial cells, induced by TNF‐α. European Respiratory Journal, 10, 8340840. 
 
WANG, R., AHMED, J., WANG, G., HASSAN, I., STRULOVICI‐BAREL, Y., SALIT, J., MEZEY, 
J. G. & CRYSTAL, R. G. 2012. Airway Epithelial Expression of TLR5 Is Downregulated in 
Healthy Smokers and Smokers with Chronic Obstructive Pulmonary Disease. The 
Journal of Immunology, 189, 2217‐2225. 
 
WARD, C., FORREST, I. A., MURPHY, T., JOHNSON, G. E., ROBERTSON, H., CAWSTON, T. 
E., FISHER, A. J., DARK, J. H., LORDAN, J. L., KIRBY, J. A. & CORRIS, P. A. 2005. Phenotype 
of airway epithelial cells suggests epithelial to mesenchymal cell transition in cliniclly 
stable lung transplant recipients. Thorax, 60, 865‐871. 
 
WARD, C., GARDINER, P. V., BOOTH, H. & WALTERS, E. H. 1995. Intrasubject variability 
in airway inflammation sampled by bronchoalveolar lavage in stable asthmatics. 
European Respiratory Journal, 8, 1866‐1871. 
 
WEN, Y., REID, D. W., ZHANG, D., WARD, C., WOOD‐BAKER, R. & HAYDN WALTERS, E. 
2010. Assessment of airway inflammation using sputum, BAL, and endobronchial 
biopsies in current and ex‐smokers with established COPD. International Journal of 
Chronic Obstructive Pulmonary Disease, 5, 327‐334. 
 
WILKINSON, T. M. A., PATEL, I. S., WILKS, M., DONALDSON, G. C. & WEDZICHA, J. A. 
2003. Airway Bacterial Load and FEV1 Decline in Patients with Chronic Obstructive 
Pulmonary Disease. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 167, 
1090‐1095. 
 
WITHERDEN, I. R., VANDEN BON, E., GOLDSTRAW, P., RATCLIFFE, C., PASTORINO, U. & 
TETLEY, T. D. 2004. Primary Human Alveolar Type II Epithelial Cell Chemokine Release.  
Effects if Cigarette Smoke and Neutrophil Elastase. American Journal of Respiratory Cell 
and Molecular Biology, 30, 500‐509. 
 
WOODMAN, L. B., WAN, W. Y. H., MILONE, R., GRACE, K., SOUSA, A., WILLIAMSON, R. 
& BRIGHTLING, C. E. 2013. Synthetic Response of Stimulated Respiratory Epithelium.  
Modulation by Prednisolone and iKK2 Inhibition. Chest, 143, 1656‐1666. 
 
 229 
WU, Q., LU, Z., VERGHESE, M. W. & RANDELL, S. H. 2005. Airway epithelial cell 
tolerance to Pseudomonas aeruginosa. Respiratory Research, 6, 26. 
 
WYNN, T. A. 2008. Cellular and molecular mechanisms of fibrosis. Journal of Pathology, 
214, 199‐210. 
 
ZAKHARKINA, T., HEINZEL, E., KOCZULLA, R. A., GREULICH, T., RENTZ, K., PAULING, J. K., 
BAUMBACH, J., HERRMANN, M., GRUNEWALD, C., DIENEMANN, H., VON MULLER, L. & 
BALS, R. 2013. Analysis of the Airway Microbiota of Healthy Individuals and Patients 
with Chronic Obstructive Pulmonary Disease by T‐RFLP and Clone Sequencing. PLoS 
ONE, 8. 
 
ZALACAIN, R., SOBRADILLO, V., AMILIBIA, J., BARRON, J., ACHOTEGUI, V., PIJOAN, J. I. & 
LLORENTE, J. L. 1999. Predisposing factors to bacterial colonisation in chronic 
obstructive pulmonary disease. European Respiratory Journal, 13, 343‐348. 
 
ZAREMBER, K. A. & GODOWSKI, P. J. 2002. Tissue Expression of Human Toll‐Like 
Receptors and Differential Regulation of Toll‐Like Receptor mRNAs in Leucocytes in 
Response to Microbes, Their Products, and Cytokines. The Journal of Immunology, 168, 
554‐561. 
 
ZHANG, L., CHENG, Z., LIU, W. & WU, K. 2013. Expression of Interleukin (IL)‐10, IL‐17A 
and IL‐22 in Serum and Sputum of Stable Chronic Obstructive Pulmonary Disease 
Patients. COPD, 10, 459‐465. 
 
ZHANG, M., LI, Q., ZHANG, X. Y., DING, X., ZHU, D. & ZHOU, X. 2010. Relevance of lower 
airway bacterial colonization, airway inflammation, and pulmonary function in the 
stable stage of chronic obstructive pulmonary disease. European Journal of Clinical 
Microbiology and Infectious Diseases, 29, 1487‐1493. 
 
ZHANG, Z., LOUBOUTIN, J.‐P., WEINER, D. J., GOLDBERG, J. B. & WILSON, J. M. 2005. 
Human Airway Epithelial Cells Sense Pseudomonas aeruginosa Infection via 
Recognition of Flagellin by Toll‐Like Receptor 5. Infection and Immunity, 73, 7151‐7160. 
 
 
